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INTRODUZIONE
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La famiglia Polyomaviridae
La famiglia Polyomaviridae era considerata in precedenza una sottofamiglia dei Papovaviridae, che 
è l'acronimo derivante dai nomi dei tre membri di questa famiglia: papillomavirus del coniglio (pa), 
polyomavirus del topo (po) e simian virus 40 (SV40), chiamato in origine virus vacuolizzante della 
scimmia  (va).  I  polyomavirus  differiscono  dai  papillomavirus  per  le  dimensioni  del  capside 
(diametro 45 nm versus 55 nm), del genoma (circa 5000 paia di basi [bp] versus 8000) e per una 
diversa organizzazione dello stesso. Tutti i virus di questa famiglia presentano un capside costituito 
da  tre  proteine  virali  denominate  VP1,  VP2  e  VP3  e  un  genoma  di  circa  5000  bp  con 
un'organizzazione  simile  e  con  molte  regioni  altamente  conservate  (progenitore  comune). 
Polyomavirus diversi sono in grado di infettare numerose specie di mammiferi,  tra cui l'uomo, i 
primati, i roditori, i conigli e molte specie di uccelli. I componenti della famiglia  Polyomaviridae 
evidenziano uno spettro d'ospite ristretto: infettano produttivamente cellule permissive e conducono 
a trasformazione maligna cellule non permissive. Infatti la capacità di originare neoplasie diverse è 
alla base della loro denominazione (poly-oma). 
I membri della famiglia  Polyomaviridae in grado di infettare l'uomo sono il virus BK (BKV) e il 
virus JC (JCV), isolati entrambi nel 1971 rispettivamente dalle urine di un trapiantato di rene con 
stenosi  ureterale  (Gardner  et  al.,  1971),  responsabile  di  nefropatia  associata  a  polyomavirus 
(polyomavirus-associated nephropathy, PVAN) nei trapiantati renali, e dal tessuto cerebrale di un 
paziente  con  leucoencefalopatia  multifocale  progressiva  (progressive  multifocal 
leukoencephalopathy, PML), di cui è l'agente causale (Padgett et al., 1971); sono stati denominati 
entrambi con le iniziali dei pazienti in cui sono stati scoperti. Nuovi membri della famiglia in grado 
di infettare l’uomo sono stati descritti negli ultimi anni: in particolare, nel 2007 i polyomavirus KI 
(Karolinska Institut) e WU (Washington University)  in campioni delle vie aeree di pazienti con 
pneumopatie, denominati anch'essi dalle iniziali dei pazienti in cui sono stati identificati (Allander 
et al., 2007; Gaynor et al., 2007); nel 2008 il Merkel Cell virus, riscontrato in >80% dei campioni di 
Merkel cell carcinoma, raro tumore neuroendocrino della cute, ma anche in campioni di numerosi 
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altri tessuti sia da individui sani che affetti da differenti patologie (Feng et al., 2008); nel 2010 i 
polyomavirus 5 e 6 (PyV5 e PyV6) sono stati  rilevati  in campioni  di cute a livello  della quale 
andrebbero incontro a shedding cronico (Schowalter et al., 2010) e il Trichodysplasia Spinulosa 
virus  (TSV)  associato  all’omonima  e  rara  patologia  infiammatoria  follicolare  della  cute 
riscontrabile in pazienti profondamente immunocompromessi quali i trapiantati d’organo (van der 
Meijden et  al.,  2010).  In  campioni  umani  sono anche  stati  rilevati  polyomavirus  di  primati:  in 
particolare,  SV40 inavvertitamente  introdotto  nell’uomo con l’utilizzo  negli  anni ‘60 di  vaccini 
anti-polio allestiti su colture di cellule di scimmia infette e inconclusivamente associato a patologie 
neoplastiche nell’uomo, peraltro senza alcuna evidenza alla luce della frequente contaminazione 
plasmidica  rilevabile  nei  laboratori  di  tutto  il  mondo;  il  Lymphoptropic  Polyomavirus,  per  cui 
sembra evidenziata una frequenza relativamente elevata (15%) di esposizione sulla base dei dati 
siero epidemiologici (Kean et al., 2009).
Struttura del virione dei polyomavirus
La famiglia  Polyomaviridae è costituita da piccoli virus nudi con capside icosaedrico di 45 nm di 
diametro  contenente  il  genoma  virale,  DNA  a  doppia  elica  (double-stranded  DNA,  dsDNA) 
circolare, di circa 5000 bp. Nella Figura 1 è riportata un'immagine di virioni di polyomavirus al 
microscopio elettronico. 
Figura 1. Virioni di polyomavirus (immagine in microscopia elettronica).
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I  capsidi  sono costituiti  da costituiti  da tre  proteine virali  (VP1, VP2,  VP3) che circondano la 
molecola di DNA assemblata con gli istoni cellulari H2A, H2B, H3 e H4 in forma di cromatina; il 
complesso  istone-DNA  virale  è  spesso  definito  come  un  minicromosoma  virale.  Questo 
minicromosoma è stato utilizzato come modello per studiare gli effetti della struttura cromatinica 
sulla replicazione del DNA e sulla trascrizione. Le proteine capsidiche sono organizzate in modo da 
formare un capside icosaedrico di 360 molecole della proteina capsidica maggiore VP1, organizzate 
in  72  capsomeri  pentamerici.  Le  proteine  VP2  e  VP3  si  associano  a  ciascun  pentamero.  La 
particella virale è costituita per l'88% da proteine e per il restante 12% da DNA. Data la mancanza 
del  pericapside,  il  virus  è  resistente  ai  solventi  lipidici  ed  ha  anche  una  relativa  resistenza 
all'inattivazione al calore (Cole e Cozen, 2001). 
Organizzazione del genoma dei polyomavirus
Il genoma di tutti i polyomavirus è costituito da circa 5000 bp ed è suddiviso funzionalmente in 
regione precoce (early), tardiva (late) e regione regolatoria (Figura 2)(Cole e Cozen, 2001). 
Figura 2. Organizzazione del genoma dei polyomavirus.
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La regione precoce comprende tutti i geni trascritti ed espressi precocemente dopo l'ingresso del 
virus nella cellula e che continuano ad essere espressi anche tardivamente, dopo l'infezione e l'inizio 
della replicazione virale. La regione tardiva è la porzione di genoma espressa in modo efficiente 
solo dopo l'inizio  della  replicazione  del  DNA del  virus;  tuttavia,  bassi  livelli  di  trascrizione  di 
questa regione sono possibili anche poco dopo l'infezione. Il genoma dei polyomavirus contiene 
un'unica origine di replicazione del DNA; promoter ed enhancer della trascrizione sono localizzati 
proprio i prossimità dell'origine di replicazione. Questi elementi nel loro insieme sono indicati come 
regione regolatoria  virale  (non-coding control  region,  NCCR). La trascrizione procede in modo 
bidirezionale  dall'origine  di  replicazione,  con gli  mRNA precoci  e  tardivi  (early e late  mRNA) 
trascritti  da  filamenti  opposti  del  genoma  virale.  La  regione  precoce  codifica  per  le  proteine 
regolatorie virali, gli antigeni T (da tumore), così chiamati in quanto possono essere rilevati con 
antisieri di animali con tumori indotti da questi virus o mediante iniezione di cellule trasformate da 
questi virus. Le regioni tardive codificano invece per le tre proteine capsidiche, VP1, VP2 e VP3, e 
analogamente a quanto succede per gli mRNA precoci, anche quelli tardivi derivano da un unico 
pre-mRNA comune per splicing. Le regioni che codificano per VP2 e VP3 sono sovrapposte, con le 
sequenze di VP3 facenti parte di quelle di VP2, mentre la regione codificante VP1 è sovrapposta a 
quella di VP2 e VP3. Tutti i polyomavirus umani e SV40 codificano per un'altra proteina tardiva, 
denominata agnoproteina per la sua funzione ignota; il suo ruolo nella replicazione virale non è 
ancora del tutto chiaro: sembra che faciliti la localizzazione nucleare della proteina VP1 e favorisca 
l'assemblaggio delle particelle virali e la successiva diffusione del virus da una cellula all'altra e la 
sua presenza è notevole nelle cellule tubulari renali di soggetti trapiantati di rene con nefropatia da 
BKV. 
Il genoma di BKV è costituito da 5300 bp, organizzate in open reading frame (ORF) sovrapposte e 
codifica per sei proteine. Due proteine precoci non strutturali, l'antigene large T (LT) e l'antigene 
small t, sono espresse prima della replicazione del DNA virale e sono importanti per la regolazione 
del  ciclo  replicativo.  L'antigene  LT  contiene  diversi  domini  alcuni  dei  quali  sono in  grado  di 
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inattivare le proteine della famiglia del retinoblastoma e p53 per il superamento del controllo sul 
ciclo  cellulare  e  l'inibizione  dell'apoptosi  (Hirsch  e  Steiger,  2003).  Le  quattro  proteine  tardive, 
VP1-2-3 e l'agnoproteina,  sono prodotte dopo la replicazione del genoma.  BKV, JCV ed SV40 
evidenziano  un'omologia  di  sequenza  piuttosto  elevata:  considerando  l'intero  genoma  virale 
l'identità di sequenza è del 72% tra BKV e JCV, del 69% tra BKV e SV40 e del 68% tra JCV e 
SV40. L'omologia aminoacidica della regione precoce (large e small T) è dell'88% tra BKV e JCV, 
dell'81% tra BKV e SV40 e del 79% tra JCV e SV40; l'omologia della regione tardiva (proteine 
strutturali)  è dell'86% tra BKV e JCV, dell'85% tra BKV e SV40 e dell'82% tra  JCV e SV40 
(Barbanti-Brodano et al., 2006). Una minore omologia è riscontrabile nella regione regolatoria dei 
tre  polyomavirus;  ciò  probabilmente  rispecchia  l'adattamento  alle  colture  cellulari  in  vitro  ed è 
verosimile  l'evoluzione  da  un  archetipo  naturale  comune.  Tuttavia,  l'analisi  di  isolati  tramite 
clonaggio o sequenziamento dei prodotti di amplificazione derivati dalla PCR (polymerase chain 
reaction)  evidenzia  arrangiamenti  nella  regione NCCR spesso presenti  in vivo.  Infatti  gli  isolati 
escreti  nelle  urine  di  soggetti  immunocompetenti  sono risultati  essere  del  tipo  ww-NCCR; ciò 
nonostante,  data  la  propagazione  del  virus,  i  ceppi  di  BKV  ww-NCCR  sono  stati  facilmente 
rimpiazzati  da  varianti  di  BKV con riarrangiamenti  genetici  (inserzioni  o  delezioni),  rr-NCCR, 
proprio nella regione regolatoria, mentre altre zone del genoma sono rimaste invariate. In uno studio 
effettuato  su  trapiantati  renali,  la  frazione  di  ceppi  rr-NCCR  presenti  nel  plasma  era 
significativamente maggiore rispetto a quelli riscontrati nelle urine, era associata a un'alta carica 
virale e presente soprattutto in pazienti con persistente viremia e  nefropatia da BKV (Gosert et al., 
2008). Questa variabilità quindi consente la selezione di ceppi con maggior fitness nei confronti del 
microambiente cellulare. 
Numerosi studi hanno investigato la variabilità genomica del polyomavirus BK. È stata descritta 
ampia variabilità genomica per quanto riguarda la NCCR; tuttavia, la classificazione del BKV sulla 
base  della  variabilità  di  questa  regione  appare  difficoltosa.  È  stato  d’altro  canto  proposto  uno 
schema  di  classificazione  in  quattro  sottogruppi  sierologici  sulla  base  dell’inibizione 
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dell’emoagglutinazione (HI) della crescita virale in colture cellulari (Knowles et al., 1989; Jin et al., 
1993).  Tuttavia,  la  classificazione  in  sottogruppi  su  base  sierologica  per  studi  a  carattere 
epidemiologico  e  patogenetico  presenta  limitazioni  dovute  alla  difficoltà  di  coltivazione  del 
polyomavirus BK. È stato quindi proposto un metodo di genotipizzazione basato sulla sequenza 
nucleotidica  del  gene  che  codifica  per  la  proteina  capsidica  maggiore  VP1  di  BKV e  che  ha 
condotto  all’individuazione  di  quattro  genotipi  che  ben  correlano  con  i  sierotipi  descritti  in 
precedenza e che sono stati quindi denominati I, II, III e IV (Figura 3)(Jin et al., 1993). La regione 
di  tipizzazione  è  localizzata  alle  posizioni  nucleotidiche  1744-1812  (ceppo  Dunlop  di  BKV). 
Numerosi  studi  hanno  successivamente  valutato  l’epidemiologia  molecolare  dei  quattro  diversi 
genotipi e la distribuzione geografica, senza tuttavia identificare una chiara associazione con aspetti 
patogenetici  del virus infettante in vivo. In base agli  studi epidemiologici  effettuati  in differenti 
regioni del mondo (Inghilterra, Stati Uniti, Italia, Giappone, Tanzania, Cina, Mongolia ed altri), il 
genotipo BK I appare come il  predominante (fino a oltre il  70% in media nei diversi studi),  il 
sottotipo IV è presente con minore frequenza, mentre i genotipi II e III sembrano essere rari. Il 
sottotipo I è ulteriormente suddiviso in quattro sottogruppi (Ia, Ib1, Ib2, Ic), mentre il sottotipo IV 
in sei sottogruppi (IVa1, Iva2,  IVb1, IVb2, IVc1, IVc2). Da notare,  tuttavia,  che non sempre è 
disponibile un supporto biostatistico robusto per i genotipi e corrispondenti sottogruppi proposti e 
più recentemente alcuni autori hanno proposto schemi di genotipizzazione non più basati sul gene di 
VP1, ma sul gene codificante per l’antigene Large T o sull’intero genoma (Luo et al., 2009). 
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Figura 3. Albero filogenetico (metodo neighbour joining) costruito sulla sequenza di VP1.
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Proprietà biologiche dei polyomavirus                                                               
Sebbene i polyomavirus siano in grado di infettare un vasto numero di linee cellulari di mammifero 
e colture cellulari, il risultato dell'infezione può essere produttivo o non produttivo. In alcuni tipi 
cellulari,  il  DNA virale si replica con l'assemblaggio dei virioni e, infine, la morte della cellula 
stessa;  questo  tipo  di  infezione  è  chiamata  produttiva  e  le  cellule  in  cui  avviene  sono  dette 
permissive  alla  replicazione  del  virus.  Ad esempio,  le  cellule  di  scimmia  sono permissive  alla 
crescita di SV40, le cellule di topo a quella del polyomavirus del topo (PyV); altri polyomavirus 
evidenziano uno spettro d'ospite ristretto per quello che riguarda la crescita su cellule permissive 
(ad esempio, il virus JC si replica solo in cellule gliali fetali umane). Le infezioni non produttive, 
invece, si verificano quando nella cellula infettata non avviene la replicazione del DNA; affinchè 
avvenga la  replicazione  è necessario  che il  virus produca livelli  adeguati  di  antigene  large T e 
questa proteina deve interagire con i fattori di replicazione cellulare e l'origine della replicazione 
virale. Nelle cellule infettate in modo non produttivo, il ciclo di infezione inizia normalmente con la 
produzione  degli  mRNA  dei  geni  precoci  e  degli  antigeni  virali  T.  Poiché  i  polyomavirus 
necessitano  del  meccanismo di  replicazione  del  DNA cellulare  non potendo codificare  per  una 
DNA polimerasi propria, essi si  replicano solamente durante la fase S del ciclo della cellula ospite 
e l'antigene large T stimola le cellule a passare in fase S. Gli antigeni T, quando espressi in cellule 
non permissive, ne determinano la trasformazione; di solito le proprietà trasformanti si manifestano 
solo per pochi giorni e il genoma virale che non si replica è perso dalle cellule che ritornano alle 
normali condizioni di crescita e queste sono trasformate in modo "abortivo". Più raramente il DNA 
virale  si integra nel genoma della cellula  ospite  ed è successivamente trasmesso come un gene 
cellulare. Sembra che questa integrazione avvenga in siti casuali sia a livello del genoma virale sia 
di quello cellulare; se l'arrangiamento delle sequenze di DNA virale dopo l'integrazione consente 
l'espressione dell'antigene large T allora il fenotipo trasformato è espresso permanentemente e si 
dice che la cellula è stata trasformata dal virus (Cole e Cozen, 2001). Per quanto riguarda il virus 
BK, il suo ruolo patogenetico in tumori umani è ancora da chiarire, ma l'alta prevalenza di infezioni 
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da parte di questo virus suggerisce il fatto che BKV non è sufficiente per la trasformazione maligna 
di  cellule  negli  ospiti  immunocompetenti  e  forse  anche  in  quelli  immunocompromessi,  poiché 
necessita di fattori addizionali e/o di alterazioni genetiche (Hirsch e Steiger, 2003).
Ciclo replicativo dei polyomavirus    
L’infezione  produttiva  delle  cellule  da  parte  dei  polyomavirus  può  essere  suddivisa  in  stadio 
precoce  e  tardivo.  Lo  stadio  precoce  inizia  con  l'adsorbimento  del  virus  alla  cellula  ospite  e 
prosegue con la penetrazione del virione e la sua migrazione al nucleo, dove il genoma virale viene 
liberato e reso disponibile per la trascrizione. Durante questa fase sono prodotte le proteine virali 
precoci, gli antigeni T, che stimolano le cellule a produrre gli enzimi necessari per la replicazione 
del  DNA  cellulare,  predisponendo  così  la  cellula  alla  replicazione  del  DNA  virale;  inoltre, 
stimolano anche le cellule quiescenti a rientrare nel ciclo cellulare. Lo stadio tardivo dell'infezione 
si  estende  dall'inizio  della  replicazione  del  DNA  virale  fino  al  termine  del  ciclo  infettivo  e 
comprende la replicazione del DNA virale, l'espressione dei geni virali tardivi che codificano per le 
proteine capsidiche, l'assemblaggio dei nuovi virioni nel nucleo delle cellule infettate e il rilascio 
del virus, probabilmente al momento della morte della cellula stessa (Figura 4). 
Figura 4. Ciclo replicativo dei polyomavirus.
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La durata del ciclo replicativo dipende essenzialmente da due fattori: la molteplicità di infezione 
(multiplicity of infection, MOI) e lo stato di crescita della cellula ospite; l'infezione procede più 
rapidamente in caso di maggiore MOI, mentre a parità di MOI la replicazione del DNA virale e il 
completamento della produzione di nuova progenie virale è più rapida se le cellule sono in fase di 
crescita  esponenziale  rispetto  a  quando  sono  a  confluenza  e  in  stato  di  riposo  al  momento 
dell'infezione (Cole e Cozen, 2001). 
Adsorbimento  e  recettori.  Molti  virus,  compresi  i  polyomavirus  utilizzano  l'acido  sialico  della 
superficie  cellulare  come molecola  per il  legame e l'invasione della cellula  ospite  permissiva.  I 
primi  studi  sui  recettori  dimostravano  il  ruolo  dell'acido  sialico,  del  galattoso  e  di  gangliosidi 
contenenti più molecole di acido sialico nell'infezione del BKV su cellule Vero (cellule renali di 
scimmia), usate nella ricerca di base tradizionale, e nel legame del virus ai globuli rossi. L'utilizzo 
più recente di linee cellulari epiteliali derivate dal tubulo prossimale umano (HPTE) ha permesso di 
investigare  meglio  l'infezione  da BKV in un ospite  più simile  al  suo target  naturale.  Altri  dati 
confermano che α(2,3) acido sialico legato ad una glicoproteina con legame N è sufficiente per 
l'infezione virale (Figura 5). Non è stato ancora identificato un co-recettore. La proteina virale che 
media il legame con l'acido sialico è la proteina capsidica maggiore VP1. 
Ingresso del virione e uncoating. Dopo il legame dei virioni alla superficie cellulare, sembra che la 
trasmissione di un segnale intracellulare (probabilmente la fosforilazione di una tirosina) favorisca 
l'ingresso del virus in caveole preformate.  Subito dopo l'infezione,  al microscopio elettronico si 
possono  evidenziare  le  particelle  virali  all'interno  di  introflessioni  della  membrana  plasmatica. 
Successivamente la vescicola  deve essere acidificata  per il  proseguimento dell'infezione.  Queste 
vescicole trasportano il virus verso il nucleo attraverso i microtubuli, poi avviene la fusione della 
membrana della vescicola con il reticolo endoplasmatico e la successiva localizzazione perinucleare 
dei  virioni.  Il  "nuclear  pore  complex"  potrebbe  fungere  da  ingresso  per  le  particelle  virali  nel 
nucleo,  con inizio  della  produzione degli  mRNA precoci;  infatti  questo processo è bloccato da 
anticorpi  monoclonali  diretti  contro  il  "nuclear  pore  complex".  L'antigene  large  T  non  è 
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normalmente  rilevabile  fino a  10-12 ore dall'infezione,  ma può essere  riscontrato  dopo 3-4 ore 
dall'iniezione intracitoplasmatica di particelle virali.  Questa differenza temporale potrebbe essere 
dovuta alla lentezza dei processi  di penetrazione e di  fuoriuscita dei virioni dalle vescicole  e il 
successivo ingresso nel nucleo.  In alternativa,  potrebbe dipendere dal fatto che il  "nuclear pore 
complex" non rappresenta la via di ingresso al nucleo. Poiché le proteine capsidiche possiedono 
segnali di localizzazione nucleare usati per dirigere le proteine al nucleo prima dell'assemblaggio 
dei  virioni,  questi  stessi  meccanismi  possono mediare  l'ingresso del  virus  nel  nucleo,  anche  se 
questa via non è solitamente utilizzata. Secondo la maggior parte degli studi, l'uncoating avviene 
nel nucleo in quanto in esso è possibile rilevare la presenza di virioni interi prima dell'espressione 
dell'antigene  large  T.  Tuttavia  in  alcuni  studi  sono state  osservate  strutture  virali  parzialmente 
disassemblate già nel citoplasma (Cole e Cozen, 2001). 
Trascrizione e processamento degli mRNA virali precoci. Dopo l'uncoating, il DNA virale è usato 
come stampo per la trascrizione ad opera della RNA polimerasi II con produzione dei trascritti dei 
geni  virali  precoci.  Gli  mRNA precoci  sono prodotti  per  splicing  alternativo  a  partire  dai  pre-
mRNA. I due mRNA che si formano sono quelli codificanti per l'antigene large T e per l'antigene 
small t. Il legame dell'antigene large T al DNA virale impedisce l'assemblaggio di un complesso 
trascrizionale funzionale, reprimendo quindi la trascrizione dei geni precoci (Cole e Cozen, 2001). 
Sintesi e funzione degli antigeni T. L'antigene large T è una complessa proteina multifunzionale con 
differenti  attività enzimatiche,  interagisce con numerose proteine cellulari e riveste svariati ruoli 
durante  l'infezione.  L'antigene  large  T  di  BKV è  una  proteina  legante  il  DNA  (DNA-binding 
protein)  che  interagisce  specificatamente  con  numerose  sequenze  pentameriche  (GAGGC) 
all'origine di replicazione. Si lega anche, ma con affinità minore, al DNA a singola e a doppia elica 
in modo indipendente dalla sequenza nucleotidica. Il legame dell'antigene large T al sito I della 
regione regolatoria consente all'antigene stesso di autoregolare la produzione degli mRNA precoci. 
Il  legame  dell'antigene  large  T  al  sito  II  è  il  più  comune  in  presenza  di  livelli  fisiologici  di 
adenosintrifosfato (ATP) e determina l'induzione delle modificazioni strutturali che si verificano 
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all'origine della replicazione. L'antigene large T ha inoltre attività elicasica, ruolo cruciale per la 
replicazione  del  DNA;  forma  complessi  con  numerose  proteine  cellulari  importanti  per  la 
replicazione del DNA e lega anche la DNA topoisomerasi I. Questa interazione serve a stimolare 
l'inizio della replicazione.  Inoltre, si formano anche complessi tra l'antigene large T e numerose 
proteine importanti per la regolazione della crescita cellulare. La proteina p53 forma complessi con 
l'antigene large T di SV40, BKV e JCV. Il significato di questo legame sarà più approfonditamente 
descritto in seguito. L'antigene small t promuove la progressione del ciclo cellulare in fase G1 e 
aumenta  l'efficienza  della  trasformazione  cellulare.  Il  ruolo  di  small  t  nella  regolazione  della 
trascrizione è incerto (Cole e Cozen, 2001). 
Replicazione  del  DNA virale  e  modulazione  dell'espressione  dei  geni  cellulari.  Poco dopo che 
l'antigene large T è rilevabile all'interno delle cellule, si assiste a un aumento dei livelli di numerosi 
enzimi  cellulari.  Questo  probabilmente  riflette  la  capacità  dell'antigene  large  T  di  stimolare 
l'espressione di  numerosi  promotori  virali  e  cellulari.  La regolazione  dei  geni  cellulari  è  anche 
influenzata  dal  legame  dell'antigene  T  a  p53,  il  quale  inibisce  il  legame  tra  p53  ed  il  DNA, 
bloccando quindi la capacità  di p53 di stimolare  l'espressione genica.  Inoltre,  l'antigene large T 
stimola le cellule a riposo ad entrare nel ciclo e replicare il proprio DNA, creando così un ambiente 
ottimale per la replicazione del DNA virale (Cole e Cozen, 2001). La replicazione del DNA virale 
nelle  cellule  infette  richiede  la  presenza  di  un'origine  funzionale  della  replicazione  del  DNA, 
l'antigene large T con funzioni di  "DNA-binding" ed elicasica  intatte  e la maggior  parte delle 
proteine cellulari  implicate  nella  sintesi  replicativa del  DNA. Il  DNA virale,  sotto forma di un 
minicromosoma, si replica nel nucleo durante la fase S del ciclo cellulare, come la replicazione del 
DNA cellulare. La replicazione del DNA virale si differenzia da quella cellulare in quanto la prima 
può  innescarsi  ripetutamente  durante  la  fase  S,  mentre  la  replicazione  del  DNA  cellulare  è 
strettamente controllata in modo che ogni regione del genoma sia replicata una sola volta in un 
singolo ciclo cellulare. La regione del genoma virale necessaria per l'inizio della replicazione del 
DNA virale (origine di replicazione) contiene un core di sequenze indispensabili e altre sequenze 
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ausiliarie localizzate sul lato precoce del core. In assenza di ATP, l’antigene T si lega sotto forma di 
tetramero al sito II dell'origine di replicazione e protegge una sequenza di circa 35 paia di basi 
dall'azione  della  DNAsi.  In  presenza  di  ATP,  invece,  l’antigene  T va incontro  a  modificazioni 
conformazionali che permettono l’assemblaggio di un doppio esamero dell'antigene all'origine di 
replicazione. Questo legame catalizza l'unwinding di parte del DNA; a questo punto l'antigene large 
T non si lega più al DNA virale in modo specifico in quanto l'origine della replicazione non è più in 
forma di doppia elica. L'antigene T si lega quindi a RPA, una proteina che lega il DNA a singola 
elica, che permette lo svolgimento della doppia elica grazie all'attività elicasica dell'antigene stesso. 
Origine  di  replicazione,  large  T  in  forma  di  doppio  esamero  e  RPA formano  il  complesso  di 
preinizio. Il reclutamento della DNA polimerasi (o primasi) in questo complesso ne determina la 
conversione  in complesso di  inizio.  E'  in  questa  fase che si  definisce  lo  spettro  d'ospite  molto 
ristretto dei polyomavirus. In seguito la sintesi del DNA prosegue in senso bidirezionale rispetto 
all'origine  della  replicazione.  Il  movimento  della  forca  di  replicazione  è  facilitato  dall'attività 
elicasica dell'antigene T che viene traslocato con il DNA. L'azione della RNAsi H, una esonucleasi 
5'3', e della DNA ligasi I sono necessarie per la rimozione  dei primer e il legame dei frammenti 
di Okazaki, con la formazione di DNA circolare covalentemente chiuso (covalently closet circular 
DNA, cccDNA). Non esiste un sito specifico per il termine della replicazione del DNA virale. In 
base  agli  studi  effettuati,  si  ipotizza  che  questo  possa  avvenire  a  livello  di  qualsiasi  sequenza 
localizzata a circa 180° dall'origine (Cole e Conzen, 2001). 
Espressione  dei  geni  virali  tardivi.  L'inizio  della  replicazione  del  DNA virale  conduce  ad  una 
modificazione  del  pattern  trascrizionale  virale  e  si  traduce  in  un  notevole  incremento  della 
trascrizione degli mRNA tardivi. Nel citoplasma delle cellule infettate dal virus gli mRNA tardivi 
sono tradotti  con produzione di VP1, VP2 e VP3. Poiché l'intera  sequenza di VP3 è contenuta 
all’interno di quella di VP2, VP3 sembra derivare da VP2 per proteolisi. La trascrizione di questi 
mRNA tardivi inizia vicino all'origine di replicazione e va in direzione opposta rispetto a quella 
degli mRNA precoci. Le proteine tardive una volta sintetizzate nel citoplasma vengono trasportate 
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nel nucleo per l’assemblaggio del capside. I poliomavirus non codificano per un lisozima che causa 
lisi cellulare, quindi è stato ipotizzato che la liberazione dei virioni dalle cellule infette avvenga in 
seguito alla loro disgregazione che segue la morte cellulare. Il ciclo completo della replicazione 
richiede 48-72 ore, a seconda della MOI. 
Epidemiologia e infezione da polyomavirus nell'uomo 
Il polyomavirus BK è ubiquitario e infetta un'elevata percentuale della popolazione generale in tutto 
il  mondo,  eccetto  alcune  popolazioni  geograficamente  confinate  in  alcune  regioni  di  Brasile, 
Paraguay e  Malesia.  L'infezione  primaria  da BKV si verifica  solitamente  nell'infanzia,  a  un'età 
mediana di cinque anni. All'età di tre anni anticorpi anti-BKV sono presenti nel 50% dei bambini e 
quasi tutti i soggetti risultano sieropositivi a dieci anni. La sieroprevalenza raggiunge il 91-98% 
all'età di cinque-nove anni, resta stabile a questi valori fino a 30 anni e poi declina al 68% all'età di 
60-69 anni. La sieroprevalenza complessiva, considerando tutti i gruppi di età da 1 a 69 anni è 
dell'81% (Figura 5)(Barbanti-Brodano et al., 2006).    
Figura 5. Sieroprevalenza dei polyomavirus BK e JC per classi di età.
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Le  infezioni  primarie  da  BKV  sono  generalmente  asintomatiche;  tuttavia  ci  possono  essere 
patologie  lievi  a  carico  del  tratto  respiratorio  superiore  o  delle  vie  urinarie;  a  questa  infezione 
primaria  segue  un'infezione  persistente  o  latente  che  può  riattivarsi  soprattutto  nei  pazienti 
immunocompromessi,  ma  anche  in  soggetti  immunocompetenti.  Il  sito  di  latenza 
epidemiologicamente più rilevante è il tessuto renale; studi effettuati mediante metodiche di PCR 
(polymerase chain reaction) hanno rilevato la presenza di sequenze specifiche di DNA ed RNA di 
BKV in numerosi  tessuti  umani,  quali soprattutto le cellule  mononucleate del sangue periferico 
(PMBC);  l'infezione  di  queste  cellule  potrebbe  rappresentare  la  via  di  diffusione  dalla  sede  di 
ingresso del virus agli altri tessuti. Le modalità di trasmissione interumana sono al momento poco 
note. Data l'elevata prevalenza di infezione e rilevamento di BKV a livello delle tonsille, per molto 
tempo ha fatto ritenere che fosse trasmesso principalmente per via respiratoria. Tuttavia il recente 
riscontro della  presenza di sequenze e virioni di  BKV nelle acque di scarico urbane suggerisce 
anche la possibile trasmissione per via oro-fecale. La presenza di DNA di BKV nei PBMC e nella 
prostata  può  indurre  a  pensare  che  esista  una  trasmissione  per  via  ematica,  sebbene 
epidemiologicamente meno rilevante. Le infezioni da polyomavirus sono state associate a diversi 
pattern  di  malattia  che  comprendono  patologie  citopatiche,  infiammatorie,  immunologiche  od 
oncogene. I meccanismi alla base di questi pattern diversi di manifestazioni patologiche non sono 
del  tutto  chiari;  dal  punto  di  vista  dell'interazione  virus-ospite  sono  state  stabilite  le  seguenti 
definizioni su proposta di Hirsch: - infezione: evidenza sierologica o virologica dell'esposizione al 
virus senza distinzione tra pattern di infezione riproduttiva, latente o trasformante; -  replicazione: 
evidenza di replicazione virale (infezione litica) dimostrata mediante coltura cellulare, osservazione 
di  particelle  virali  al  microscopio  elettronico,  rilevamento  di  proteine  strutturali  in 
immunoistochimica, espressione di mRNA per i geni tardivi (ad esempio, VP1), presenza del DNA 
virale in siti  non di latenza (ad esempio,  plasma),  evidenza citologica (ad esempio,  presenza di 
"decoy  cells")  o  istologica  (inclusi  virali  all'esame  istologico  con  ematossilina-eosina)  di 
replicazione  virale.  In  caso  di  riscontro  in  un  soggetto  sieronegativo,  l'infezione  viene  definita 
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primaria, mentre se avviene in un soggetto sieropositivo è definita secondaria; - malattia: evidenza 
istologica di replicazione del virus e patologia d'organo (Figura 6) (Hirsch, 2005). 
Figura 6. Pattern patologici delle infezioni da polyomavirus.
BKV e nefropatia associata a Polyomavirus (PVAN) nei trapiantati renali.  Dopo il primo caso di 
PVAN (Purighalla  et  al.,  1995),  si  è  osservato  un  numero  crescente  di  casi  di  PVAN tali  da 
considerarla una patologia emergente nei trapiantati renali, con prevalenza variabile dall'1 al 10% a 
seconda delle casistiche, con un impatto clinico rilevante: espianto e ritorno in dialisi nel 30-80% 
dei casi (Randhawa  et al., 1999; Nickeleit  et al., 2000; Hirsch  et al., 2002; Ramos  et al., 2003; 
Randhawa e Brennan, 2006). BKV è il principale agente eziologico, sebbene anche JCV sia stato 
ritenuto l'agente causale in <3% di casi e siano stati descritti due casi di PVAN con coinfezione da 
BKV e SV40 in cui quest'ultimo era infettante come evidenziato dall'isolamento in coltura cellulare 
a partire dalle urine dei pazienti (Li et al., 2002). 
L'immunosoppressione  risulta  essere  il  principale  fattore  di  rischio  (Hirsch  et  al.,  2005);  tra  i 
farmaci immunosoppressivi utilizzati nel trattamento anti-rigetto dei trapiantati renali la prevalenza 
di PVAN sembra maggiore in caso di terapia tripla con micofenolato mofetil (MMF), tacrolimus e 
steroidi.  Tuttavia,  la  manifestazione  preferenziale  nel  rene  di  trapiantati  renali  rispetto  ad  altri 
organi o ai reni nativi di altri trapiantati d'organo suggerisce che entrino in gioco altri fattori, quali 
determinanti d'organo, fattori immunologici, mismatching HLA, determinanti legati al paziente (età 
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più elevata, sesso maschile, ricevente sieronegativo) e fattori virali (genotipo, sierotipo)(Hirsch e 
Steiger, 2003). La diagnosi definitiva di PVAN richiede la biopsia del rene trapiantato con esame 
istopatologico  (“gold  standard”),  sebbene  questo  approccio  presenti  alcuni  svantaggi  oggettivi: 
invasività,  sensibilità  limitata  dovuta  a  coinvolgimento  multi-focale  (errore di  campionamento), 
presentazione  variabile  con  aspetti  citopatico-infiammatorio  e/o  fibrotico-cicatrizzante,  presenza 
concomitante  di rigetto acuto con problemi di diagnosi differenziale  e implicazioni  terapeutiche 
differenti (Drachenberg et al., 2006). Lo screening della replicazione virale nel plasma (viremia) e 
nelle  urine  (viruria)  è  attualmente  utilizzato  come indagine  predittiva  dello  sviluppo di  nefrite, 
poiché  consente  un  monitoraggio  non  invasivo  e  complementa  la  biopsia  grazie  all'elevata 
sensibilità. 
All'esame istologico la diagnosi di PVAN viene stabilita valutando la presenza di segni tipici di 
replicazione  virale  nelle  cellule  tubulari  e  glomerulari  (nuclei  allargati,  inclusioni  intranucleari, 
cellule più rotondeggianti e che tendono a staccarsi) che devono essere ulteriormente supportati da 
test  complementari,  come  la  rilevazione  in  immunoistochimica  dell'antigene  large  T.  Le 
caratteristiche di sensibilità e specificità della diagnosi istopatologica di PVAN sono complicate da: 
focalità del coinvolgimento renale, soprattutto nelle prime fasi della malattia (PVAN di tipo A); 
alterazioni citopatiche diffuse, necrosi con risposta infiammatoria associata e primi segni di fibrosi, 
modificazioni spesso difficili da differenziare dal rigetto acuto (PVAN di tipo B); atrofia tubulare e 
fibrosi interstiziale negli stadi tardivi della malattia con scarsa evidenza o assenza di modificazioni 
citopatiche  indotte  dal  virus  (PVAN  di  tipo  C)(Nickeleit  et  al.,  2000;  Hirsch  e  Steiger  2003; 
Mannon et al., 2005). Visti questi presupposti, è evidente l'utilità di test diagnostici non invasivi, 
con  buone  caratteristiche  operative  e  con  alto  valore  predittivo  positivo  per  lo  screening  e  il 
monitoraggio della PVAN. L'assenza di replicazione virale a livello delle urine ha un elevato valore 
predittivo  negativo,  escludendo  virtualmente  la  presenza  di  PVAN;  per  contro  in  presenza  di 
replicazione  virale  il  rischio di  PVAN aumenta.  Sono quindi  utilizzati  "marcatori  surrogati"  di 
replicazione che possono complementare o definire la diagnosi di PVAN: esame citologico delle 
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urine  con  ricerca  delle  decoy  cells  (cellule  epiteliali  delle  vie  urinarie  con  inclusi  virali), 
determinazione quantitativa del DNA virale plasmatico e urinario, quantificazione dell'mRNA della 
proteina capsidica VP1 nelle urine (Hirsch  et al., 2005; Ding  et al., 2002). La presenza di decoy 
cells  è  rilevabile  nel  40-60%  dei  trapiantati  renali,  con  un  elevato  valore  predittivo  negativo 
(l'assenza  esclude  virtualmente  la  PVAN),  ma  un  valore  predittivo  positivo  minore  del  20% 
(Hariharan, 2006). Per quanto riguarda la viremia, in base a diversi studi effettuati, recentemente è 
stato definito un valore di cut-off per la diagnosi presunta di PVAN di >1.6 x 104 copie/mL di 
plasma (Viscount  et al., 2007; Costa  et al., 2008); per quanto riguarda la determinazione di VP1 
mRNA, in base a studi preliminari, sembra che un numero di 6.5 x 105 copie/ng di RNA totale sia 
predittivo  di  PVAN con una sensibilità  e  specificità  > di  93%. (Ding  et  al.,  2002).  In caso di 
diagnosi confermata di PVAN, per il monitoraggio del decorso della malattia e della risposta alla 
terapia  occorre  eseguire  test  quantitativi  a  intervalli  di  2-4 settimane fino alla  scomparsa  della 
replicazione virale (Hirsch e Steiger, 2003). 
La  gestione  clinica  della  PVAN non è  semplice  e  non esiste  tuttora  un  protocollo  terapeutico 
adeguato;  tuttavia  il  cardine  della  terapia  si  avvale  di  tre  approcci  mirati  alla  modulazione 
dell'immunosoppressione: riduzione del dosaggio del farmaco, sospensione della somministrazione 
e  passaggio  ad  altro  farmaco  immunosoppressivo.  Poiché  non  sempre  la  riduzione 
dell'immunosoppressione  risulta  essere  efficace,  recentemente  è  stato  studiato  un  approccio 
antivirale al trattamento della PVAN, pur non essendoci tuttavia un target virale selettivo e trial 
randomizzati e controllati. Attualmente i farmaci più promettenti sono il cidofovir e la leflunomide 
(in combinazione con una modesta riduzione dell'immunosoppressione), sebbene modalità e tempi 
di somministrazione restino da definire; inoltre questi farmaci non sono del tutto privi di effetti 
collaterali anche gravi (epatotossicità, ematotossicità, reazioni allergiche, aumento della pressione 
arteriosa,  nefrotossicità  per  il  cidofovir;  la  leflunomide  è  inoltre  controindicata  in  caso  di 
immunodeficienza grave e interstiziopatie polmonari). 
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BKV e cistite emorragica nei trapiantati di midollo osseo.  La cistite emorragica nei trapiantati di 
midollo osseo ha un'incidenza del 10%. I fattori causali includono sia procedure urotossiche come 
l'utilizzo  di  farmaci  (ciclofosfamide,  busulfan),  sia  infezioni  virali  (BKV,  Adenovirus);  per 
distinguere la patologia associata al BKV da quella derivata dall'utilizzo di farmaci urotossici è 
importante osservare l'insorgenza della cistite causata da BKV, più tardiva e più duratura rispetto a 
quella derivata da sostanze urotossiche, in contemporanea con una persistenza di viruria per più di 
una settimana. Tuttavia nel 50% circa dei trapiantati di midollo il BKV viene eliminato con le urine 
senza segni della malattia e la viremia non è costantemente presente come nel caso della PVAN nei 
trapiantati renali (Hirsch e Steiger, 2003). 
BKV e altri trapiantati d'organo solido. In uno studio di trapiantati di pancreas è stata evidenziata la 
presenza di decoy cells nelle urine nel 14% dei casi e in un caso si è osservato la presenza di PVAN 
(Haririan et al., 2002). In studi riguardanti i trapiantati di cuore, la presenza del BKV nelle urine è 
stata del 18%, con casi di nefropatia (Menahem et al., 2005). In uno studio sui trapiantati di fegato, 
solo in un paziente su 45 si è osservato una bassa carica virale su siero, ma la funzionalità renale era 
nella norma (Puliyanda  et al., 2003). Questi dati indicano che la malattia da BKV è possibile ma 
rara nei soggetti portatori di trapianto di organo solido diverso dal rene (Hirsch e Steiger, 2003). 
Malattie  autoimmuni.  Diversi  studi  hanno  dimostrato  una  associazione  tra  il  BKV ed  il  lupus 
eritematoso  sistemico  (LES):  è  stata  osservata  la  presenza  di  anticorpi  diretti  contro  antigeni 
nucleari (dsDNA, istoni) in seguito ad un’infezione (primaria o riattivazione) del virus (Hirsch e 
Steiger, 2003). Nonostante la persistenza del virus e la sua eliminazione nelle urine è stata correlata 
con anticorpi  anti-dsDNA, non c'è evidenza diretta  del suo coinvolgimento nel lupus (Moens e 
Rekvig, 2001; Colla et al., 2007). 
BKV e patologia  neoplastiche.  Nonostante  la  dimostrazione  del  potere  trasformante  di  BKV in 
modelli  sperimentali,  il  suo ruolo patogenetico  nei tumori  umani  è ancora da chiarire.  Tuttavia 
l'elevata  prevalenza  del  BKV  nell'uomo  suggerisce  che  il  BKV  non  è  sufficiente  per  la 
trasformazione  maligna  in  soggetti  immunocompetenti  e  neanche  negli  immunocompromessi, 
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poiché altri  fattori,  come le  alterazioni  genetiche,  potrebbero essere coinvolti  (Hirsch e Steiger, 
2003). 
Risposta immunitaria 
Sono stati identificati numerosi fattori di rischio di insorgenza di nefropatia da polyomavirus BK 
immunità-correlati (Comoli et al., 2006). Sia la risposta immunitaria umorale sia quella cellulare 
possono essere coinvolte nella replicazione del polyomavirus BK e nell’insorgenza di PVAN. 
Risposta umorale. È stato evidenziato che riceventi trapianto di rene BKV-sieropositivi non sono 
protetti  nei  confronti  della  replicazione  virale  e dell’insorgenza  di PVAN (Hirsch et  al.,  2002). 
D’altro canto,  riceventi  BKV-sieronegativi  sono a maggiore rischio di replicazione virale, come 
dimostrato in studi su pazienti  pediatrici,  con una significativa associazione tra sieronegatività è 
percentuale di individui con viruria (Ginevri et al., 2003). Si ritiene quindi che sebbene gli anticorpi 
possano  accelerare  la  clearance  dell’infezione  primaria,  questi  giochino  un  ruolo  minimo  nel 
contenimento della nefropatia (Comoli et al, 2008).
Risposta cellulare. La risposta immunitaria cellulare sembra giocare un ruolo rilevante nel controllo 
della replicazione del polyomavirus BK sia in soggetti normali che nei trapiantati di rene. È stato 
evidenziato  che  soggetti  sani  BKV-sieropositivi  possiedono  popolazione  T  CD4+  e  CD8+ 
spe4cifiche per antigenu di BKV (Large T e VP1); i CD4+ mantengono le risposte di memoria e 
contribuiscono al controllo immunitario della replicazione virale (Zhou et al., 2007). Il controllo 
della replicazione di BKV e dell’insorgenza di PVAN è correlato allo sviluppo e alla ricostituzione 
della  risposta  immunitaria  cellulare  specifica,  mentre  la  mancanza  di  immunità  protettiva  può 
favorire l’insorgenza di infezione attiva e la progressione in PVAN (Comoli et al., 2004; Binggeli et 
al.,  2007).  La  risposta  cellulare  risulta  significativamente  minore  nei  pazienti  con  carica  virale 
plasmatica crescente o persistente rispetto ai pazienti con carica virale decrescente o a quelli con 
pregressa PVAN (con differenza di almeno due ordini di grandezza)(Binggeli et al., 2007). 
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Diagnosi di laboratorio 
Sierologia. Tra  le  tecniche  utilizzate  per  la  ricerca  dei  polyomavirus  umani  va  ricordata  la 
sierologia, la quale non è generalmente di aiuto nella diagnosi delle infezioni da BKV; infatti, la 
maggior  parte  della  popolazione  presenta  anticorpi  specifici  in  seguito  ad  una  precedente 
esposizione al virus o a causa di una riattivazione dello stesso. Un aumento del titolo anticorpale 
non sembra sempre indice di un’infezione acuta. La sierologia comunque gioca un ruolo importante 
nello  studio  dell’epidemiologia  dei  polyomavirus  umani.  Per  la  ricerca  degli  anticorpi  possono 
essere  utilizzati  sia  un  test  ELISA  (Enzyme-Linked  ImmunoSorbent  Assay)  sia  un  test  di 
immunofluorescenza. Il test ELISA prevede l'impiego di piastre su cui è adeso l'antigene e questo 
viene  messo  a  contatto  con  il  siero  del  paziente;  se  l'anticorpo  è  presente  si  legherà  e 
successivamente per rilevarne la presenza viene aggiunto un anticorpo secondario marcato con un 
enzima (Viscidi  et al., 2003; Hariharan  et al., 2005). L'immunofluorescenza indiretta consente di 
rilevare gli anticorpi specifici per il target d'interesse attraverso l'utilizzo di un anticorpo anti-IgG o 
anti IgM umane marcato con un fluorocromo e successivamente si visualizza la fluorescenza con un 
microscopio ottico a fluorescenza. 
Isolamento virale. Un altro metodo è l’isolamento del virus in colture cellulari a partire da campioni 
di  urina;  questa  tecnica richiede un lungo periodo di osservazione prima che si  possano notare 
evidenti effetti citopatici. Il BKV cresce bene nelle colture di cellule embrionali renali, di cellule 
epiteliali  e  nelle  VERO  (linee  cellulari  immortalizzate)  con  la  formazione  di  placche. 
L’accrescimento del nucleo ed il graduale ma continuo distacco delle cellule dal monostrato sono 
sintomo di un effetto citopatico evidente. La presenza del virus, dopo l'isolamento virale, può essere 
rilevata attraverso la ricerca di antigeni virali specifici mediante immunofluorescenza indiretta con 
un idoneo anticorpo monoclonale per l’antigene precoce T. 
Esame citologico delle urine. E’ possibile esaminare le cellule uroepiteliali infettate (decoy cells) 
attraverso l’esame delle urine al microscopio ottico; i campioni devono essere mescolati con un 
liquido contenente metanolo e agenti mucolitici ed emolitici e successivamente centrifugati; dopo la 
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rimozione del surnatante il pellet di cellule è stato risospeso in una soluzione di conservazione e 
successivamente è stato colorato con il metodo di Papanicolaou (Singh et al., 2006). Le decoy cells 
si  presentano  ingrandite,  con  un  nucleo  basofilo  contenente  un’unica  inclusione  virale  Questo 
metodo ha però una bassa sensibilità e specificità e non può discriminare tra BKV e JCV, ma nella 
pratica routinaria è un eccellente strumento di screening (Nickeleit  et al., 1999; Randhawa et al., 
2005).  Oltre all'analisi  delle  decoy cells,  un altro metodo per evidenziare  il  BKV nelle urine è 
l'utilizzo  del  surnatante  ottenuto  dopo  la  centrifugazione  per  la  colorazione  negativa  e 
visualizzazione successiva al microscopio elettronico. E' una tecnica molto rapida poiché le urine 
fresche posso essere  esaminate  poco dopo l'arrivo in laboratorio  e  nello  stesso tempo permette 
l'identificazione di diversi virus; tuttavia è una tecnica molto costosa e richiede molta esperienza e 
capacità da parte dell'operatore (Singh et al., 2006). 
Biopsia. La diagnosi definitiva della nefropatia da BKV viene effettuata sull'immagine istologica 
derivante da una biopsia del rene. La presenza di corpi di inclusione virale nelle cellule uroepiteliali 
sono  segni  evidenti  di  infezione.  Le  cellule  infettate  inoltre  si  presentano  spesso  arrotondate, 
sporgenti verso il lume tubulare e necrotiche, con una marcata denudazione delle membrane basali. 
La diagnosi è ulteriormente confermata dall'immunoistochimica per l'antigene large T di SV40, che 
cross-reagisce con large T di BKV e di JCV. 
Tecniche molecolari. Sezioni di tessuto renale, siero e urine possono essere analizzati nella routine 
per  la  ricerca  del  genoma  virale  tramite  l'utilizzo  di  tecniche  di  biologia  molecolare,  quali 
l'ibridazione  in  situ  e  la  PCR,  sia  qualitativa  che  quantitativa.  L'ibridazione  in  situ  (In  situ 
Hybridazation, ISH) è una tecnica che permette il rilevamento degli acidi nucleici (DNA e RNA) in 
cellule e tessuti fissati su un vetrino, tramite l'impiego di sonde marcate con traccianti radioattivi 
(sonde "calde"), ora sostituiti nella maggior parte dei casi da sonde definite "fredde", marcate cioè 
con molecole  fluorescenti  (metodi  diretti)  o con molecole  rilevabili  tramite  reazione enzimatica 
(metodi indiretti). Un ulteriore sviluppo dell'ibridazione in situ è la tecnica chiamata PCR in situ, 
che consente di aumentare la sensibilità della tecnica di ISH; il substrato cellulare viene sottoposto 
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ad un’amplificazione dell’acido nucleico bersaglio mediante PCR, seguita dalla reazione di ISH. In 
questa tecnica il substrato cellulare viene sottoposto a PCR in un apposito adattatore per vetrini e al 
termine della reazione di amplificazione viene processato come qualsiasi altro campione per ISH. 
La tecnica della PCR fu inventata da Kary Mullis nel 1983 e si basa sulla sintesi di DNA a doppia 
elica  a  partire  da  un  singolo  filamento  di  DNA  mediante  l'utilizzo  di  una  coppia  di  primer 
complementari al frammento da riprodurre, desossinucleotidi trifosfato (dNTPs) per la ricostruzione 
del frammento, una DNA polimerasi che permette la sintesi del frammento partendo dai dNTPs 
presenti  nella  mix  di  reazione  e  utilizzo  di  ioni  magnesio,  importanti  per  consentire  l'attività 
enzimatica della DNA polimerasi. Ogni ciclo di amplificazione avviene in tre diversi momenti: una 
prima  fase  di  denaturazione  del  DNA a  doppia  elica,  che  avviene  solitamente  a  94-95°C;  una 
seconda fase di appaiamento dei primer alla sequenza complementare del DNA, la cui temperatura 
varia a seconda della sequenza e della lunghezza del primer, tra 42°C e 60°C; una fase di estensione 
del frammento,  a temperature dipendenti  dalle DNA polimerasi  utilizzate (tra 68°C e 72°C). Al 
termine di ogni ciclo il numero di frammenti è doppio rispetto a quello iniziale.  Al termine del 
processo si ottiene un'amplificazione esponenziale del target di partenza,  anche se si deve tener 
presente che oltre un certo numero di cicli (35-40) si ha il cosiddetto effetto plateau, cioè la reazione 
è satura; quest'effetto è dovuto a diverse cause: la competizione tra il prodotto dei cicli precedenti e 
i primer per l'appaiamento; accumulo di pirofosfati che inibiscono la DNA polimerasi; progressiva 
diminuzione  della  concentrazione  di  uno  o  più  componenti  necessari  alla  reazione.  I  prodotti 
amplificati vengono rilevati tramite elettroforesi su un gel di agaroso con un colorante del DNA che 
permetta  la  visualizzazione  della  banda  dell'amplificato.  Mediante  la  PCR  è  quindi  possibile 
rilevare  poche  copie  di  genoma  presenti  nel  campione  iniziale,  con  un  livello  di  sensibilità 
notevolmente superiore rispetto ai metodi di ibridazione tradizionali. Questo tipo di PCR è di tipo 
qualitativo,  poiché  è  in  grado  di  definire  solamente  la  presenza  o  meno  del  target  iniziale 
amplificato,  non  la  quantità  dello  stesso.  Esistono  diversi  varianti  alla  PCR classica,  quali  ad 
esempio la nested-PCR, la multiplex-PCR, la RT-PCR, la PCR quantitativa competitiva, la real time 
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PCR. In particolare, la RT-PCR consiste nella retrotrascrizione di molecole di RNA target in DNA 
complementare  a  singolo filamento  (cDNA); il  cDNA così  ottenuto  viene  poi  utilizzato  in  una 
successiva amplificazione. Questa variante è utilizzata quando si studia l'espressione genica o un 
virus ad RNA. Attualmente la tecnica quantitativa più utilizzata è la real time PCR, tecnica basata 
sull'amplificazione del DNA mediante l'utilizzo di una coppia di primer e di una sonda fluorescente 
che permette la misurazione in tempo reale della concentrazione iniziale della sequenza target . La 
costruzione e l’introduzione di sonde che utilizzavano marcatori  fluorescenti  hanno agevolato la 
diffusione della tecnica; ciò ha permesso l’abbandono di marcatori radioattivi e l’ottenimento di una 
maggiore  specificità  di  reazione.  Uno  dei  saggi  più  diffusi  per  real  time  PCR  è  il  sistema 
“TaqMan”, il quale utilizza una sonda contenente due fluorocromi, solitamente FAM (6-carboxy-
fluorescein) come reporter  fluorescente legato covalentemente all’estremità  in 5’ e TAMRA (6-
carboxy-tetramethyl-rhodamine) come quencher fluorescente legato covalentemente all’estremità in 
3’. Comparato alle PCR tradizionali, il test non solo mantiene spiccate caratteristiche di sensibilità, 
ma garantisce anche decisivi miglioramenti in termini di specificità, di precisione e di intervallo di 
quantificazione del campione incognito (range dinamico ampio). Infatti, data la sua specificità per 
la sequenza target,  la sonda si appaia ai prodotti di amplificazione nella regione compresa tra i 
primer  forward  e  reverse.  Se  è  avvenuta  l’ibridazione,  l’attività  5’  esonucleasica  della  Taq 
polimerasi  idrolizza  la  sonda  interna  durante  la  fase  di  estensione,  emettendo  un  segnale  di 
fluorescenza. Poiché lo sviluppo della fluorescenza del reporter si ha solo se i primer e la sonda 
legano il DNA target, la specificità della real time PCR è considerevolmente più alta rispetto alla 
PCR convenzionale. 
Valutazione  della  risposta  immunitaria  cellulare  BKV-specifica.  Questa  può  essere  valutata 
mediante metodi che prevedono la stimolazione linfocitaria ex vivo con lisato virale o epitopi /pool 
peptidici specifici e successivamente la valutazione della cellule (linfociti T) secernenti interferone-
γ dopo stimolazione con BKV. Tra i metodi utilizzati e descritti in letteratura si annoverano l’MHC 
class II tetrameric staining, l’intracellular cytokine staining, analisi in citofluorimetria e il metodo 
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Elispot.  In  considerazione  dell’esigenza  di  standardizzazione,  tra  queste  tecniche  quella 
maggiormente ottimizzabile è rappresentata dall’Elispot. In generale, questa tecnica determina la 
produzione di citochine da parte di singole cellule attivate in risposta a stimoli, avvalendosi di una 
tecnica molto simile all’Elisa a sandwich. Si tratta di un metodo qualitativo, in quanto determina il 
tipo di citochina; quantitativo, in quanto valuta il numero di cellule responsive su un numero di 
cellule del paziente noto; specifico, in quanto la secrezione citochimica avviene in risposta a uno 
stimolo  antigenico  specifico.  Nel caso della  valutazione  della  risposta  a BKV, il  test  Elispot  è 
comunemente utilizzato per determinare la produzione di interferone-γ (pertanto il test rientra tra 
quelli  denominati  IGRA, interferon-γ-releasing assay),  come marker  di  attivazione  cellulare  dei 
linfociti T CD4+ e CD8+. Il saggio prevede una fase di separazione delle popolazioni cellulari a 
partire  da  sangue  intero  fresco  del  paziente;  la  conta  cellulare  in  modo  da  ottenere  una 
concentrazione nota di cellule (solitamente 2 x 106 cellule/ml); la stimolazione con pool peptidici 
virali specifici su piastra a 96 pozzetti, il cui fondo è rivestito con anticorpo anti-interferone-γ, con 
un tempo di incubazione di circa 20 ore a 37°C in CO2 5%; il rilevamento enzimatico mediante la 
successiva incubazione con un sistema enzima-substrato che è in grado di evidenziare la formazione 
di  spot  ciascuno  dei  quali  rappresenta  un  linfocita  che  produce  la  citochina  in  risposta  alla 
stimolazione antigenica specifica. Il saggio viene eseguito in parallelo con un controllo negativo 
(cellule del paziente incubate con terreno, in assenza di stimolazione) e un controllo aspecifico di 
stimolazione (cellule incubate con mitogeno aspecifico, ad esempio la fitoemoagglutinina, PHA). I 
risultati sono espressi quantitativamente (solitamente numero di spot/2 x 105 cellule)(Figura 7).
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Figura 7. Schematizzazione del saggio Elispot.
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La nefropatia da polyomavirus BK rappresenta un rilevante problema nella gestione del soggetto 
sottoposto  a  trapianto  di  rene,  infatti  questa  patologia  rappresenta  attualmente  una  delle  più 
frequenti complicanze virali in questa categoria di pazienti. È noto che la patogenesi è attribuibile a 
due  principali  fattori:  la  replicazione  virale  e  l’insuccesso  del  controllo  immunitario  della 
replicazione  virale  stessa.  D’altro  canto,  alla  base  dell’insorgenza  della  replicazione  virale  v’è 
l’immunosoppressione,  condicio  sine  qua non per  lo  sviluppo di  PVAN.  La riduzione  precoce 
dell’immunosoppressione (mediante modulazione della terapia anti-rigetto) è infatti la prima misura 
da adottare in caso di evidenza di riattivazione della replicazione. Pertanto, la gestione del paziente 
si  avvale  soprattutto  dell’attuazione  di  un  protocollo  di  monitoraggio  virologico  e  viro-
immunologico adeguato al fine di prevenire efficacemente l’insorgenza di nefropatia. 
Attualmente, la maggior parte dei centri che si occupano di trapianto renale adotta protocolli di 
monitoraggio  virologico  basati  sulla  determinazione  della  viremia  e  della  viruria;  mentre  il 
monitoraggio viro-immunologico è effettuato solo in pochi centri  specializzati  e peraltro manca 
ancora una validazione clinica che permetta di traslare i risultati  delle ricerche in questo campo 
nella pratica clinica. 
In questo progetto di ricerca sono stati sviluppati e validati clinicamente metodi per il monitoraggio 
virologico  e  viro-immunologico;  in  particolare,  la  determinazione  dei  trascritti  (mRNA)  per  il 
BKV-VP1 con un metodo in real  time RT-PCR e un metodo Elispot per BKV. Inoltre,  è stato 
sviluppato,  messo  a  punto  e  validato  su  una  casistica  di  campioni  clinici  un  metodo  di 
genotipizzazione  in  real  time  PCR,  il  cui  utilizzo  potrebbe  consentire  di  identificare  pattern 
patogenetici individuali in relazione al genotipo infettante.
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SVILUPPO E VALIDAZIONE CLINICA DI UN SAGGIO IN REAL TIME RT-PCR PER 
LA DETERMINAZIONE QUANTITATIVA DI BKV-VP1 mRNA
Plasmidi
I  plasmidi  utilizzati  per  la  messa  a  punto  della  tecnica  sono  stati  due:  pBKV  ATCC  (33-1); 
pGAPDH (vettore TA cloning pCR®2.1-TOPO®). Il plasmide pBKV contiene l’intera sequenza 
genomica del virus BK (linearizzata con l’enzima BamHI) clonata nel vettore pBR322. Il plasmide 
pGAPDH è stato costruito in laboratorio partendo dal DNA estratto da linfomonociti del sangue; 
l'estratto è stato amplificato con una PCR qualitativa con le seguenti specifiche: Buffer 10X (1X), 
MgCl2 50 mM, dNTPs 10 mM, primer forward e reverse (600 nM), Taq polimerasi 5 unità/L (1 
unità/l), e con il seguente profilo termico: un iniziale ciclo di denaturazione a 94°C 2 minuti; 95°C 
per  15'',  60°C  30'',  72°C  30''  per  35  cicli  e  un  ciclo  finale  a  72°C  per  5'.  Successivamente 
l'amplificato è stato evidenziato in seguito a migrazione elettroforetica su gel d’agaroso al 2% (p/v) 
in presenza di bromuro di etidio. In ogni pozzetto del gel per la corsa sono stati caricati 18 μl di 
prodotto  amplificato  e  2  μl  di  colorante  (blu  di  metilene  e  blu  di  bromofenolo)10X. 
Contemporaneamente è stato fatto migrare un marcatore di pesi molecolari di riferimento (marcatori 
con distanze di 25 paia di basi l'uno dall'altro). Per la migrazione elettroforetica si sono applicati 
100 V per una durata di circa 20 minuti. Infine, il gel è stato letto con un trans-illuminatore a raggi 
UV e l’immagine digitalizzata con l’utilizzo di un densitometro (BIODOC BIORAD). Il frammento 
ottenuto  è  stato  purificato  utilizzando  il  kit  NucleoSpin®  Extract  II,  seguendo  il  protocollo 
suggerito  dal  produttore  (Macherey-Nagel).  In  breve,  il  frammento  ritagliato  e  pesato,  è  stato 
incubato 50°C per 10 minuti con 200 μL di una soluzione NT (NaI saturo) ogni 100 mg di agaroso 
per  favorire  il  completo  scioglimento  dell’agaroso.  L’agaroso  sciolto,  è  stato  successivamente 
caricato in una colonna NucleoSpin® Extract II, in cui è presente una resina a scambio ionico e 
centrifugato per 1 minuto a 11.000 rpm. Si è proceduto al lavaggio con 600 μL di soluzione NT3 
(etanolo  70%)  e  dopo  centrifugazione  per  1  minuto  a  11.000  rpm  si  è  effettuata  un’ulteriore 
centrifugazione per 2 minuti a 11.000 rpm al fine di eliminare i residui di etanolo contenuti nel 
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tampone NT3. Infine, per l'eluizione del DNA, sono stati caricati nella colonna 50 μL di tampone 
NE (HCl 0.1 M), incubati a temperatura ambiente per 1 minuto, in modo da aumentare l’efficienza 
di eluizione, e centrifugati per 1 minuto a 11.000 rpm. Il DNA così purificato è stato quantificato 
allo  spettrofotometro  e  clonato  nel  vettore  TA cloning  pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen,  Carlsbad 
CA),  che  contiene  nella  sua  sequenza  genomica  il  gene  per  la  resistenza  all’ampicillina.  Il 
pCR®2.1-TOPO® è  un  vettore  di  clonaggio  TA che  può  essere  usato  per  legare  direttamente 
frammenti  amplificati  tramite  PCR  grazie  alla  presenza  di  una  timidina  all’estremità  3’,  che 
permette il legame con l’adenosina in 5’ del prodotto di PCR, e all’enzima topoisomerasi legato 
covalentemente  al  vettore  tramite  un  legame  fosfodiestere  che  permette  un’alta  efficienza  di 
clonaggio. Per la clonazione dei frammenti sono stati utilizzati 4 µl di prodotto di PCR purificato, 1 
µl di soluzione salina (1.2 M NaCl, 0.06 M MgCl2) e 1 µl di vettore per un volume totale di 6 µl. 
La provetta è stata mantenuta a temperatura ambiente per 5 minuti per consentire l’inserimento del 
frammento  nel  vettore  ed è  stata  conservata  in  ghiaccio.  La trasformazione  dei  batteri  prevede 
l’aggiunta di 4 µl della soluzione di ligation a 50 µl di batteri E.Coli Top 10 One Shot® Chemically 
Competent,  previo  scongelamento  lento  degli  stessi  in  ghiaccio  (Figura  8).  Dopo  5  minuti  in 
ghiaccio è stato possibile seminare i batteri su piastre di LB-Agar (GIBCO BRL, Grand Island, NY, 
USA; composizione: 10 g di Bacto-Tryptone, 5 g di estratto di lievito, 171 mM di NaCl pH 7.5.) ed 
ampicillina (25 ng/ml) ed incubarli tutta la notte in termostato a 37°C per consentire la crescita delle 
colonie. Il giorno successivo è stata eseguita la selezione delle colonie con amplificazione diretta 
del DNA plasmidico con la mix di reazione contenente buffer 10X, MgCl2 (50 mM), dNTPs (10 
mM), primer forward e reverse, Taq polimerasi (5 unità/l) con il seguente profilo termico: un ciclo 
iniziale a 94°C per 10 minuti, che ha permesso la rottura della parete dei batteri con conseguente 
liberazione dell’acido nucleico, e successivamente 95°C per 15 secondi, 60°C per 30 secondi, 72°C 
per  30  secondi  ripetuto  per  35  cicli  e  un  ciclo  finale  a  72°C per  5  minuti.  Per  ogni  colonia 
selezionata  è stato  fatto un sub-trapianto  su un'altra  piastra LB prima di essere amplificata.  Le 
colonie positive sono state evidenziate in seguito a migrazione elettroforetica su gel d’agaroso al 
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2% (p/v) in presenza di bromuro di etidio. In seguito all'esito dell’amplificazione solo la colonia che 
risultava contenere il DNA plasmidico ed il frammento è stata insemenzata in 5 ml di brodo di 
coltura ed incubata tutta la notte in agitazione a 37°C. 
Figura 8. Ligation e trasformazione di E. coli TOP 10.
L'estrazione del DNA plasmidico dai batteri TOP10 è stata effettuata utilizzando il kit commerciale 
Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega, Wisconsin, USA). Brevemente, 
1  ml  di  batteri  cresciuti  overnight  sono  stati  pellettati  per  5  minuti  a  10000  rpm;  rimosso  il 
surnatante, il pellet è stato risospeso e, dopo aver agitato su vortex il campione, sono stati aggiunti 
250 µl di una soluzione di lisi e il tutto è stato incubato 5 minuti a temperatura ambiente finché il 
lisato non sia chiarificato. In seguito sono stati aggiunti 10 µl di una soluzione di proteasi alcalina, 
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per inattivare le endonucleasi,  e mantenuto a temperatura ambiente 5 minuti,  e successivamente 
sono stati aggiunti 350 µl di una soluzione neutralizzante. Il lisato così ottenuto è stato centrifugato 
a 13000 rpm per 10 minuti e il surnatante è stato trasferito in una colonnina per la purificazione del 
DNA plasmidico; dopo diversi lavaggi, l'eluato ottenuto è stato quantificato allo spettrofotometro 
(ng DNA/ µl). Da questa quantificazione sono state allestite diluizioni seriali del plasmide prodotto 
utilizzate successivamente in fase di amplificazione come standard per la curva di calibrazione.
Campioni clinici
Sono  stati  studiati  prospetticamente  428  pazienti  sottoposti  a  trapianto  renale  presso  il  Centro 
Trapianto  Rene  dell’Azienda  Ospedaliero-Universitaria  San  Giovanni  Battista  di  Torino 
(maschi/femmine, 240/188; età media ± deviazione standard, 55.8 ± 10.8 anni; range, 30-77 anni), 
di  questi  89  pazienti  erano al  primo  anno post-trapianto.  In  accordo  alla  pratica  del  centro,  la 
replicazione di BKV è sottoposta a monitoraggio virologico due volte al mese nei primi 3 mesi 
post-trapianto, in seguito ogni 3 mesi fino al primo anno; successivamente, a intervalli di 1 anno, 
salvo differente indicazione clinica (in caso di alterata funzionalità renale, in particolare aumento 
della creatinina sierica, l’intervallo di monitoraggio viene ridotto). Complessivamente, nel periodo 
di studio sono stati raccolti 865 campioni di siero e 865 di urine, sottoposti a determinazione di 
DNA su siero e urine e VP1 mRNA su urine. Il riscontro di ≥2 campioni consecutivi di siero e/o 
urine  positive,  raccolti  a  meno  di  3  mesi  di  distanza,  è  stato  definite  come  viremia  o  viruria 
protratta. Un paziente veniva classificato come positivo alla replicazione di BKV in caso di livelli di 
mRNA VP1 >103/103 cellule,  come riportato  in letteratura  (Dadhania  et  al.,  2009). I  protocolli 
immunosoppressivi  erano i seguenti:  tacrolimus (FK506) e steroide (S) in 213 patients;  FK506, 
mycophenolate mofetil (MMF), and S in 200; FK506 e sirolimus in due; cyclosporina A (CyA) e S 
in 11; S, CyA e MMF in due. Durante il  periodo di studio, 86 pazienti sono stati sottoposti ad 
almeno una biopsia renale (complessivamente 125 procedure) per investigare le cause di declino 
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della funzionalità renale, sospetto rigetto dell’organo trapiantato o sospetta nefropatia. La diagnosi 
di PVAN è stata posta mediante esame istopatologico e immunoistochimica. 
Estrazione combinata degli acidi nucleici 
L'estrazione degli acidi nucleici da sieri ed urine e dell'RNA dalle urine è stata effettuata utilizzando 
l'estrattore  automatico  NucliSens  EasyMag  (Biomérieux,  France)  che  prevede  l'estrazione 
combinata  di  DNA  e  RNA  con  la  tecnica  di  Boom  utilizzando  sfere  magnetiche  di  silice. 
Brevemente, 500 µl di siero e 1 ml di urina sono stati incubati per 10 minuti con un buffer di lisi, in 
seguito è stata aggiunta la silice e la fase di estrazione è proseguita con la dispensazione di 3 diversi 
buffer  di  estrazione  e  una  fase  finale  di  lavaggi  successivi  per  ottenere  25  L  di  eluato  finale 
contenente  sia  il  DNA  che  l'RNA  estratto  dai  campioni.  Per  quanto  riguarda  l'mRNA,  dopo 
l'estrazione sono stati prelevati 8 µl dell'eluato ed è stato effettuato il trattamento con la RQ1 RNasi-
Free DNasi  (Promega),  per  la  degradazione  del  DNA sia a  doppia sia  a  singola  elica  presente 
nell'eluato, con il seguente protocollo: dopo aver aggiunto l'enzima e un suo buffer specifico (RQ1 
RNasi-Free DNasi 10X Reaction Buffer) agli 8 µl di eluato, è stata eseguita un'incubazione a 37°C 
per 30 minuti; in seguito è stato aggiunto 1 µl di RQ1 DNase Stop Solution e incubato nuovamente 
a  65°C per  10  minuti  per  l'inattivazione  dell'enzima.  In  seguito  sono  stati  prelevati  10  µl  del 
prodotto ed è stata eseguita nuovamente un'estrazione come descritta in precedenza con lo scopo di 
eliminare il buffer della DNase che può contenere inibitori per la successiva retrotrascrizione ed 
amplificazione.  Dai  25  l  di  eluato  riottenuti  sono  stati  prelevati  10  µl  per  l'allestimento  della 
retrotrascrizione.  Retrotrascrizione La retrotrascrizione è stata eseguita partendo da 10 µl di RNA 
ottenuto dopo la DNase riestratta; la prima mix di reazione è costituita da random primer (50 ng/l) e 
dNTPs (10 mM) a cui viene aggiunto l'RNA estratto e la soluzione viene incubata a 65°C per 5 
minuti per permettere la distensione e la risoluzione di strutture secondarie dell'RNA; la seconda 
mix di reazione, che contiene 0,1 M DTT, Buffer 10X [200 mM Tris-HCl (pH 8.4), 500 mM KCl], 
SuperScript™ II RT (50 unità/l)  e RNaseOUT™ (40 unità/l),  viene aggiunta in seguito e viene 
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effettuata un'incubazione con il seguente profilo: 25°C per 10 minuti per l'annealing dei primer, 
42°C  per  50  minuti  per  l'attività  dell'enzima,  e  un  ciclo  finale  a  70°C  per  15  minuti  per 
l'inattivazione dell'enzima. 
Real Time PCR per BKV-DNA 
La quantificazione del BKV-DNA da sieri ed urine è stata eseguita con un kit del commercio (BKV 
Q-PCR Alert Kit, Nanogen Advanced Diagnostics Division, Milano, Italia) che utilizza piattaforma 
TaqMan e come target il gene codificante per large T. A 20 µl di mix di reazione sono stati aggiunti 
5 µl del DNA estratto o del controllo negativo o dello standard plasmidico e l'amplificazione è stata 
effettuata  utilizzando  il  termociclatore  7300  Real  Time  PCR  System  (Applied  Biosystems, 
Cheshire, UK) con il seguente profilo di amplificazione: un ciclo di decontaminazione a 50°C per 2 
minuti  con  l'enzima  UNG (Uracil-DNA glicosilasi)  per  eliminare  eventuale  contaminazione  da 
'carry over' da precedenti PCR, un ciclo di denaturazione e attivazione della Hot Start Taq a 95°C 
per 10 minuti seguito da 45 cicli di amplificazione: 95°C per 15 secondi (denaturazione), 60°C per 
1 minuto (appaiamento ed estensione).  Ogni campione è stato simultaneamente soggetto ad una 
TaqMan Real Time PCR per il gene housekeeping umano -globina ed i risultati ottenuti sono stati 
accettati solo in presenza del gene stesso. Per l'analisi dei risultati è stato utilizzato il programma 
Sequence  Detection  System  Software  (Applied  Biosystems),  con  l'impiego  di  una  curva  di 
calibrazione con standard plasmidici (102-105).
Messa a punto della Real Time RT-PCR per l'mRNA VP1
Per  poter  quantificare  i  livelli  di  espressione  dell'mRNA della  proteina  capsidica  VP1,  è  stata 
sviluppata  una  Real  Time  PCR preceduta  da  retrotrascrizione  che  produce  un  DNA a  singolo 
filamento complementare all'RNA (cDNA), il quale viene successivamente utilizzato nella fase di 
amplificazione. La metodica è stata modificata da Ding et al. (2002). I primer e la sonda TaqMan 
utilizzati  nella  messa  a  punto  del  metodo  sono  i  seguenti:  Primer  F  5'-
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GCCCGAAGCGTTTACTTTGA-3'  (929-948);  Primer  R  5'-
TCCATTATTCCTAGCTGCGGTATC-3'  (1009-985);  Sonda  5'-6-FAM-
AAAGCAGGCCCGAGCCGCC-TAMRA-3' (965-984). 
Per  l'ottimizzazione  e  la  standardizzazione  del  metodo  sono  stati  considerati  alcuni  parametri 
importanti:  la  concentrazione  di  primer  e  sonda  e  la  concentrazione  del  magnesio.  Per  quanto 
riguarda  il  magnesio,  importante  come stabilizzatore  della  singola  elica  aperta  dopo l'avvenuta 
denaturazione del doppio filamento di DNA, sono state testate tre diverse concentrazioni: 3 mM, 4 
mM e 5 mM. Diverse concentrazioni  di  primer  e sonda sono state  prese in considerazione  per 
ottenere il risultato migliore in termini di Rn, cioè della fluorescenza emessa. La mix di reazione 
contiene una master mix 1X (Invitrogen), i due primer e la sonda, in un volume finale di reazione di 
25 µl. 2 µl del cDNA o del plasmide pBKV o di controllo negativo sono stati aggiunti a 23 µl di 
mix di reazione e l'amplificazione è stata eseguita come precedentemente descritto per il DNA. 
Tutti i primer sono stati testati per una potenziale cross-reattività nei confronti di altri virus non 
correlati o per altre sequenze microbiche disponibili utilizzando il software di allineamento BLAST. 
Nessuno dei  primer  selezionati  aveva  una  omologia  significativa  con altre  sequenze.  Inoltre  la 
cross-reattività  teorica  con  sequenze  di  DNA  umano  è  stata  esclusa  testando  i  primer  con 
preparazioni  di  acidi  nucleici  umani.  Sono  state  prese  diverse  precauzioni  per  prevenire  e 
controllare la possibilità di falsi positivi al virus. Ogni test viene eseguito includendo un controllo 
negativo per testare la presenza di contaminazioni o generazione di amplificati non specifici durante 
l'effettuazione del test. Per la quantificazione dell'mRNA del VP1 abbiamo utilizzato un metodo di 
normalizzazione messo a punto nel nostro laboratorio; questo consiste nel quantificare il numero di 
copie dell'mRNA ottenuto dalla real time in base al numero di cellule presenti nei campioni. Per 
fare  ciò  abbiamo  valutato  separatamente,  sulle  urine,  il  gene  housekeeping  GAPDH 
(Gliceraldeide-3-fosfato deidrogenasi),  che è risultato essere uno dei migliori  geni housekeeping 
secondo studi  effettuati  (Vandesompele  et  al.,  2002) e il  target  virale  in presenza di una curva 
standard del pGAPDH, considerando il range di linearità 102-105. In questo modo si può risalire al 
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numero di cellule  presenti  in quel campione analizzato semplicemente dividendo il  risultato del 
GAPDH ottenuto per due, dato che le cellule presentano un corredo diploide. Questo metodo è stato 
applicato  a  tutti  i  campioni  clinici  da noi analizzati  e  abbiamo ottenuto  come media  di  cellule 
riscontrate  nelle  urine  un  valore  intorno  a  103 cellule.  Per  questo  motivo  abbiamo  deciso  di 
standardizzare la quantificazione delle copie di mRNA VP1 su 103 cellule. Questo sistema permette 
una quantificazione relativa del target e una normalizzazione della quantificazione che tiene conto 
anche delle variabili operative proprie dell'estrazione e dell'amplificazione (comprese l'inibizione e 
l'efficienza); i risultati positivi o negativi per il target d'interesse in assenza di una quantificazione 
del GAPDH non sono stati presi in considerazione. 
Range dinamico E' stata effettuata la lettura allo spettrofotometro del plasmide pBKV (ng/L) ed è 
stato calcolato il numero di copie plasmidiche con il numero di Avogadro. Dal risultato ottenuto 
sono state allestite diverse diluizioni scalari del plasmide (da 1010 a 10) e successivamente sono 
state utilizzate in Real Time per determinare il range dinamico. Utilizzando i diversi valori di Ct (il 
punto di incrocio tra la curva di amplificazione e il background calcolato dallo strumento al termine 
dell'amplificazione) in relazione alla quantità di DNA plasmidico presente è possibile ottenere in un 
grafico una retta, quindi si individua una relazione lineare tra il valore Ct e quantità di campione. 
Quindi il range dinamico rappresenta l'intervallo di diluizioni plasmidiche lineare, con uno slope 
(cioè la distanza tra le diverse diluizioni in base 10 considerata in scala logaritmica) compreso tra 3 
e 4 (ottimale 3.3), perciò entro il range la quantificazione è possibile, al di fuori dell'intervallo no. 
Variabilità intra ed inter-test, efficienza e sensibilità. Questi parametri sono stati valutati ripetendo 
10 volte le diluizioni seriali degli standard plasmidici (da 102 a 105), all'interno della stessa piastra 
di Real Time (variabilità intra-test) o in diverse sedute (variabilità inter-test). La variabilità intra-test 
valuta la ripetibilità del test e misura la possibilità di errori operatore dipendenti; la variabilità inter-
test  misura la riproducibilità del test e valuta  i potenziali  errori operatore dipendenti  e non che 
possono  portare  ad  una  variazione  tra  le  diverse  sedute.  Entrambi  questi  parametri  sono  stati 
espressi come coefficiente di variazione (CV), che permette di valutare la dispersione dei valori di 
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Ct analizzati attorno alla media di questi considerando le diverse ripetizioni delle diluizioni scalari 
del plasmide. Dopo l'amplificazione, il valore del Ct di ciascuna diluizione è stato plottato con il 
numero  di  copie  virali  così  da  definire  una  tipica  curva  standard.  La  curva  standard  fornisce 
informazioni sull'efficienza di replicazione, sulla precisione del test e sul limite di sensibilità del 
test.  L'efficienza  di  amplificazione  è  definita  dall'inclinazione  della  curva  standard,  mentre  la 
precisione è misurata dal coefficiente di correlazione (R2), che indica la linearità dei valori di Ct 
plottati  sulla curva standard;  R2 deve essere sempre maggiore di  0.990. La sensibilità  è invece 
determinata dalla diluizione inferiore ancora rilevabile. 
Messa a punto della Real Time PCR per il gene GAPDH
 Per la quantificazione del GAPDH è stata sviluppata una real time PCR con amplificazione della 
regione compresa tra l'esone 6 e l'esone 8 con i seguenti primer: 
F 5'-GCCAAAAGGGTCATCATCTC-3' (3741-60, esone 6); 
R 5'-GGGGCCATCCACAGTCTTCT-3' (4253-34, esone 8) 
sonda 5'-VIC-TGGTATCGTGGAAGGA-MGB-3' 5. 
L'ottimizzazione e la standardizzazione del metodo è avvenuta come descritta in precedenza per la 
RT-Real Time del VP1. La mix di reazione contiene una master mix 1X (Invitrogen), due primer e 
la sonda probe marcata al 3' con un fluoroforo VIC® (Applied Biosystems), in un volume finale di 
reazione di 25 µl. 5 µl del campione biologico o del plasmide pGAPDH o di controllo negativo 
sono  stati  aggiunti  a  20  µl  di  mix  di  reazione  e  l'amplificazione  è  stata  eseguita  come 
precedentemente descritto per il BKV-DNA. 
Analisi statistica 
L'analisi  statistica  descrittiva,  le  caratteristiche  operative  del  test,  inclusi  sensibilità,  specificità, 
valore predittivo positivo (VPP), valore predittivo negativo (VPN) e l'analisi delle curve ROC sono 
state eseguite utilizzando il software MedCalc, versione 9.2.1.0.
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SVILUPPO  E  VALIDAZIONE  CLINICA  DI  UN  SAGGIO  ELISPOT  PER  LA 
VALUTAZIONE DELLA RISPOSTA IMMUNITARIA CELLULARE A BKV
Campioni clinici
Sono stati studiati prospetticamente 149 pazienti sottoposti a trapianto di rene (maschi/femmine, 
80/69;  età  media,  53.2 ± 14.3 anni;  range,  28-77),  tutti  entro  il  primo  anno post-trapianto.  La 
tempistica di raccolta dei campioni è stata articolata nel seguente modo: un campione al momento 
del  trapianto,  un campione  al  mese  fino a  terzo  mese  post-trapianto  e  a  partire  dal  giorno 30, 
successivamente un campione ogni 3 mesi, per un totale di 305 campioni.
 Separazione dei linfociti da sangue intero
Per l'allestimento del test Elispot, la prima fase da considerare è la separazione dei linfociti T da 
sangue  intero.  Utilizzando  lo  strumento  Robosep®  (StemCell  Tecnologies),  è  stato  possibile 
effettuare la separazione sia in senso positivo sia in senso negativo delle popolazioni cellulari da 
studiare, confrontando i risultati provenienti da entrambe e valutando quale fosse la tecnica migliore 
per l'allestimento del successivo saggio Elispot. Con questo strumento è possibile la separazione 
contemporanea  di  4  campioni.  Le  nanoparticelle  che  vengono utilizzate  non interferiscono  con 
successive analisi e quindi non è necessaria la loro rimozione.
Separazione negativa automatizzata dei linfociti T CD3 da sangue intero (Easysep® HLA HLA WB 
Human  T  Cell  Enrichment  Kit,  StemCell  Technologies).  Per  quanto  riguarda  la  separazione 
negativa, il sangue intero di partenza deve subire un processo di parziale eliminazione di globuli 
rossi  e  piastrine  prima  della  separazione  con  lo  strumento;  questo  procedimento  consiste 
nell'aggiunta di un gel separatore (HetaSep) in un rapporto 1:5 con il volume di sangue; in seguito si 
centrifuga  a  50  giri  per  5  minuti  per  separare  i  globuli  rossi  dal  plasma,  e  il  plasma  viene 
nuovamente  centrifugato  a  120  giri  10  minuti;  il  pellet  così  ottenuto  si  risospende  nel  Buffer 
specifico di Robosep® in un volume pari ad 1/10 del volume iniziale di sangue e si può quindi 
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utilizzare  per  la  separazione  automatica.  Si  procede  seguendo  le  indicazioni  fornite  per 
l'impostazione dello strumento. In questo caso la separazione prevede l'utilizzo di un cocktail di 
anticorpi  monoclonali  diretti  contro  specifici  antigeni  di  superficie  delle  cellule  indesiderate 
(piastrine  e  globuli  rossi  residui,  linfociti  B,  etc.).  Si  lascia  in  incubazione  15  minuti  e  si 
aggiungono in seguito le particelle  magnetiche,  e dopo un'ulteriore incubazione di 10 minuti  le 
cellule non legate alle particelle, cioè quelle di interesse verranno trasferite in una nuova provetta 
sempre mediante l'utilizzo del braccio meccanico dello strumento. In seguito vengono centrifugate 
le cellule ottenute a 900 rpm per 10 minuti, risospese in 1 ml di terreno RPMI 1640 come descritto 
in precedenza e contate nella camera di Burker. 
Conta delle cellule 
Per la conta del numero di cellule ottenute mediante separazione automatica si allestisce la camera 
di  Burker.  Nella  parte centrale  di questo vetrino è disegnato  un reticolo all'interno del quale si 
conteranno  i  linfociti;  è  necessario  applicare  un  vetrino  coprioggetto  sopra  la  camera  e  
il sottilissimo spazio che si viene a creare fra i 2 vetrini sarà riempito per capillarità con una goccia 
del liquido in esame. Le cellule vengono agitate bene con una pipetta Pasteur, si preleva 20 µl della 
sospensione cellule e si colora con il Trypane Blue per valutare la mortalità cellulare (diluizione 
1:5); in seguito si appoggia la punta della pipetta contro il bordo del vetrino coprioggetto e per 
capillarità  la goccia si diffonderà nella camera di  Burker.  I leucociti  si riconoscono come sfere 
rifrangenti e si contano quelli presenti nei 12 quadrati della diagonale e quelli su due dei quattro lati 
dei quadrati; infine si divide il numero totale per 12 e si moltiplica per il fattore di diluizione del 
Trypane Blue (5), e per il fattore della camera di Burker (25 x 104). In questo modo si ottengono le 
cellule che sono presenti in 1 ml. 
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Allestimento test Elispot
Il test prevede l'incubazione overnight dei linfociti, separati in precedenza e piastrati su una piastra 
a 96 pozzetti  prerivestita  con l'anticorpo anti-IFNγ (Human IFN gamma Basic Kit,  Autoimmun 
Diagnostika GmbH (AID), Germany), stimolati con il peptide BKV-specifico, che in realtà è una 
miscela  di  peptidi  diversi  (Nanogen  Advanced  Diagnostics,  Milano,  Italia)  che  sono   risultati 
maggiormente immunogenici;  inoltre viene allestito un controllo negativo, cioè linfociti  incubati 
con terreno RPMI, e un controllo positivo di attività linfocitaria, ottenuto incubando i linfociti con 
un mitogeno, la fitoemoagglutinina (PHA). Il giorno successivo si procede a diverse fasi di lavaggio 
e  all'incubazione  con  l'anticorpo  secondario  che  si  legherà  all'INF-γ prodotto  e  verrà  poi 
visualizzato lo spot, corrispondente a una singola cellula che ha prodotto la citochina, con l'aggiunta 
di un substrato per far avvenire la reazione enzimatica. Il test è considerato attendibile quando il 
controllo negativo non supera i 5 spot e il controllo positivo è maggiore di 50 spot. In caso contrario 
il risultato ottenuto non è considerato attendibile. Se invece entrambi i parametri vengono rispettati 
il numero di spot nel caso dei linfociti stimolati con il peptide specifico è valido; oltre al numero di 
spot viene definito anche un rapporto tra questo numero ottenuto con la stimolazione specifica e il 
controllo negativo (background), che si esplica in un valore <2, compreso tra 2 e 3 e >3; nel primo 
caso  il  soggetto  viene  considerato  non  responsivo,  nel  secondo  caso  borderline  e  nel  terzo 
responsivo. Inoltre quando il numero di spot nel caso dei linfociti T CD3 stimolati con il peptide 
risulta < di 10 si procede con la valutazione della risposta CD4 e CD8 separatamente.
Nell'allestimento di questo test Elispot, oltre alla fase di separazione descritta in precedenza, sono 
stati considerati ed ottimizzati diversi parametri: il numero di cellule da piastrare, le condizioni di 
incubazione con i peptidi, l'anticorpo secondario e il substrato, le fasi dei lavaggi.
Per  quanto  riguarda  il  numero  di  cellule  è  stato  valutato  un  range  tra  200000-300000 
cellule/pozzetto,  confrontando  diversi  protocolli  della  letteratura.  Per  quello  che  concerne 
l'incubazione overnight dei linfociti stimolati sono stati valutati sia il tempo di incubazione, in un 
range da 18 a 24 ore, sia le condizioni di umidità e la percentuale di CO2 (3-5%). Inoltre sono state 
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considerate le diverse fasi dei lavaggi (con PBS, PBS + Tween), paragonando anche in questo caso 
diversi protocolli e valutando quale era la soluzione migliore. Infine è stato valutato il tempo di 
incubazione con l'anticorpo secondario, coniugato con un enzima, in un range di 1-2 ore, e del 
substrato, da 10-15 minuti fino a 30 minuti. La lettura degli spot avviene mediante lo strumento 
AID Elispot Reader (Figura 9).
         
Figura 9. Aspetto dei pozzetti in cui è stato effettuato il test Elispot alla lettura automatizzata: da 
sin.  assenza  di  stimolazione  (controllo  negativo),  stimolazione  con  peptidi  BKV-specifici, 
stimolazione  con  mitogeno  aspecifico  (fitoemoagglutinina;  controllo  di  stimolazione 
aspecifico).  
Congelamento e scongelamento
Se il test Elispot non viene effettuato subito dopo la separazione cellulare, le cellule devono essere 
congelate.  Il protocollo del congelamento utilizzato in questo studio prevede l'utilizzo di 2ml di 
FCS  addizionato  con  il  10%  di  DMSO  (dimetilsulfossido),  un  criopreservante,  da  aggiungere 
goccia  a  goccia  alle  cellule  separate  e  mantenute  in  ghiaccio.  In  seguito  la  provetta  per  il 
congelamento  deve essere  riposta  nell'ovatta  e  congelata  a  -80°C,  fino all'allestimento  del  test. 
Quando si procede allo scongelamento si effettuano 3 lavaggi successivi dei linfociti con 10 ml di 
terreno RPMI per eliminare il DMSO (tossico per le cellule), in centrifuga a 900 rpm per 10 minuti. 
Al  termine  dell'ultimo lavaggio le  cellule  vengono risospese in  1 ml  di  terreno e  contate  nella 
camera di Burker. In seguito viene allestito il test Elispot come precedentemente descritto.
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SVILUPPO E VALIDAZIONE CLINICA DI UN METODO IN REAL TIME PCR PER LA 
GENOTIPIZZAZIONE DI BKV
Sequenze di BKV e analisi filogenetica 
Trecentosettantanove sequenze di VP1 BK, appartenenti ai quattro genotipi principali (I, II, III, IV), 
sono state ottenute da tre diversi articoli  della letteratura (Krumbholz et al.,  2006; Zhong et al., 
2007; Chen et al., 2006), estrapolandole dal server Nucleotide (www.ncbi.nlm.nih.gov/  nucleotide  / ). 
É stata presa in considerazione la posizione nucleotidica da 1663 a 1912 (genoma completo del 
ceppo  Dunlop,  GeneBank  accession  number  V01108)  al  fine  di  ottenere  sequenze  di  DNA di 
lunghezza pari a 250 bp. Le sequenze di VP1 DNA sono state quindi allineate usando il software 
Clustal X (versione grafica con interfaccia windows del software bioinformatico Clustal W). Questo 
software, che incorpora un nuovo schema di scoring posizione-specifico e uno schema di pesatura 
per sotto-pesare i gruppi di sequenze sovra-rappresentati,  è usato per l’allineamento di sequenze 
multiple (multiple sequence alignment) e l’analisi filogenetica, con la possibilità di disegnare alberi 
filogenetici. Dopo l’allineamento è stato utilizzato il software BioEdit per ottenere una più chiara 
evidenza delle differenze tra le sequenze allineate. Il software BioEdit è uno strumento di facile 
utilizzo  per  effettuare  modificazioni  post-allineamento,  con  la  possibilità  di  enfatizzare  poche 
sequenze, tagliarle e incollarle, ed effettuare altre valutazioni, quali il restriction mapping.
Una volta allineate, queste sequenze di DNA di VP1 BK sono state usate per l’analisi filogenetica. 
Per ottenere l’albero filogenetico sono stati usati il software Clustal X, che è stato utilizzato per 
costruire  un  albero  filogenetico  con il  metodo  neighbour-joining,  e  il  software  free  NJplot  per 
visualizzare l’albero risultante. La confidenza dei pattern di branching del neighbour-joining tree è 
stata determinata mediante bootstrap analysis, usando un set di 1000 replicati.
Disegno di Primer e probes
L’allineamento è stato valutato al fine di individuare punti caldi (“hot spot”) di mutazione specifici 
per tutti i ceppi o isolati appartenenti a ciascun genotipo. Nei casi in cui non si individuava una 
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specifica mutazione di un singolo nucleotide, è stata presa in considerazione la presenza di una 
differente combinazione nucleotidica tra i vari genotipi. Ciascuna mutazione è stata valutata come 
possibile  target  per  disegnare  un  set  di  primer  in  grado  di  riconoscere  tutti  i  ceppi  di  BKV 
appartenenti a uno specifico genotipo e discriminare tra gli altri mediante un mismatch all’estremità 
3’. I parametri che sono stati presi in considerazione per la selezione degli “hot spot” e il disegno 
dei primer sono stati i seguenti: la presenza di un’unica sequenza condivisa tra i ceppi appartenenti 
a un genotipo, ma non agli altri; una temperatura di melting di 60°C; e la possibilità di disegnare 
una sonda per la real time PCR nella regione nucleotidica più conservata all’interno dell’ipotetico 
amplicone (Figura 10). 
Figura 10. Regioni considerate per il disegno di primer e probe. Residui identici sono rappresentati 
come punti. I riquadri chiari indicano i primer; quelli scuri i probe.
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Primer  e  probe  sono stati  disegnati  con  il  software  Primer  Express® v3.0 (Applied  Biosystem, 
Cheshire, UK). I primer ottenuti sono stati quindi analizzati con l’Autodimer Software, un software 
che valuta  la  formazione  di  strutture  a  forcina (“hairpin”)  e  di  dimeri  di  primer,  allo  scopo di 
escludere la possibile presenza di fattori che potessero alterare l’efficienza di amplificazione.
Al fine di includere tutti i ceppi appartenenti a un genotipo, sono state disegnate e prodotte molte 
coppie  di  primer.  Sono  inoltre  state  disegnate  quattro  probe  Taqman®  MGB  (minor  groove 
binding) marcate all’estremità 5’ con il fluoroforo FAM (6-carboxyfluorescein), ciascuna in grado 
di riconoscere una delle quattro regioni target amplificate dai diversi set di primer. Nella Tabella 1 
sono riportate le sequenze di primer e probe.
Tabella 1. Sequenze di primer e probe utilizzati per i quattro saggi di genotipizzazione in real time 
PCR.
Ottimizzazione dei quattro saggi di genotipizzazione in Real Time PCR
Al fine di rilevare con una procedura di amplificazione uno specifico genotipo di BKV, è stata usata 
una miscela di forward e reverse primer, e sono state elaborate quattro differenti mix. Sono state 
valutate differenti concentrazioni di primer e probe al fine di individuare le migliori condizioni di 
amplificazione per ciascun genotipo. La miscela di reazione conteneva 1×Master Mix (Platinum 
qPCR  supermix—UDG  with  ROX,  Invitrogen).  Le  concentrazioni  di  primer  testate  erano  le 
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seguenti: 200/200 nM primer forward/reverse, 200/100 nM primer forward/reverse, 100/200 primer 
forward/reverse, 200/50 nM primer forward/reverse, 50/200 nM primer forward/reverse. Ciascuna 
concentrazione di primer è stata quindi testata con concentrazioni di probe di 250 nM e 100 nM. Per 
questa valutazione sono stati usati isolati dei genotipi BKV IV, gentilmente forniti dal Dr. Andi 
Krumbholz e dalla Dr.ssa Ellen Krautkramer, BKV I (Dunlop strain) e ultrameri che simulano le 
sequenze  di  BKV  II  e  III  (comprendenti  rispettivamente  una  porzione  degli  isolate  ETH3  e 
NEA27),  prodotti  dalla  Ditta  Tema Ricerca  (Bologna,  Italy).  Per  la  reazione,  15  μl  di  mix  di 
amplificazione sono stati aggiunti a 5 μl di BKV DNA, arrivando a un volume finale di 20 μl. La 
procedura è stata eseguita e ottimizzata con lo strumento 7300 Real Time PCR System (Applied 
Biosystems), utilizzando il seguente profilo termico: un ciclo di decontaminazione a 50°C per 2 
minuti, un ciclo di denaturazione a 95°C per 10 minuti, seguito da 45 cicli di amplificazione a: 95°C 
per  15  secondi,  60°C per  60  secondi.  Per  l’amplificazione  sono stati  presi  in  considerazione  i 
seguenti  parametri:  rapida  rilevazione  dell’amplificazione,  buona  discriminazione  tra 
amplificazione specifica e aspecifica.
Plasmidi e standard
Lo standard plasmidico di BKV I è stato gentilmente fornito dalla Prof.ssa Tiziana Musso. Gli 
standard plasmidici di BKV II e BKVIII sono stati preparati a partire da ultrameri acquistati dalla 
Ditta Tema Ricerca (Bologna, Italy), e quindi amplificati con primer di clonaggio (inserire tabella 
con primer clon). Lo standard plasmidico BKV IV è stato preparato a partire dall’isolato di BKV IV 
J/2296/04, gentilmente fornito dal Dr. Andi Krumbholz della Friedrich Schiller University of Jena. 
I primer di clonaggio sono stati usati per ottenere un prodotto di PCR, in seguito clonato mediante il 
sistema  di  clonaggio  TOPO-TA  cloning  (Invitrogen,  Carlsbad  CA)  e  propagate  in  cellule  di 
Escherichia  coli TOP10  competenti.  Dopo  la  crescita  in  coltura  overnight,  i  cloni  trasformati 
selezionati  sono stati  amplificati  nel  medium liquido  LB(10 g  BACTOTRYPTONE,  5  g  yeast 
extract, 171 mMNaCl, 15 g/l agar, pH 7.5) contenente 50 mg/ml di ampicillina. Il DNA plasmidico 
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è stato estratto e purificato usando il Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System (Promega, 
Madison,  WI).  La concentrazione  plasmidica  è  stata  stimata mediante  lettura  spettrofotometrica 
della densità ottica OD260.
Ottimizzazione dei saggi di genotipizzazione in Real Time PCR (linearità, efficienza, limite di 
interferenza, limite di rilevamento, precisione)
La valutazione dei quattro saggi di genotipizzazione è stata effettuata usando quattro plasmidi. Per 
valutare l’amplificazione sono state usate diluizioni seriali in base 10 del target variabili da 107 a 10 
copie per reazione.  La linearità è stata valutata in base al coefficiente di correlazione (R2) della 
curva  standard  ottenuta  plottando  gli  standard  da  107 a  10  copie  per  reazione  dei  quattro  test. 
L’efficienza è stata definita in base allo slope della curva standard, usando la formula E=10(-1/slope)-1. 
Al fine di discriminare tra amplificazione specifica e aspecifica, sono state effettuate tre ripetizioni 
delle diluizioni 107, 105, 103 e 10 copie per reazione dei quattro standard ciascuno con le quattro 
diverse  miscele  di  reazione.  Sono  stati  quindi  ottenuti  i  valori  medi  di  Ct  dell’amplificazione 
specifica e aspecifica. Il ciclo soglia del background è stato valutato mediante la formula Ctlim=Cta-
t0.01∙σa/N, dove N è il numero di osservazioni e t0.01 è il valore tabulato del t di Student per un livello 
di probabilità dell’1% e N-1 gradi di libertà (Mattarucchi,  et al.,  2005). Per valutare la minima 
concentrazione  di  genotipo  che  può essere  distinta  dall’amplificazione  aspecifica  degli  altri  tre 
genotipi,  è  stata  usata  la  formula  IL=100/(2(Cts-Ctlim)+1),  dove  Cts rappresentano  il  ciclo  soglia 
specifico (Germer et al., 2000).
Mediante diluizioni seriali in base 10, è stato anche stimato il limite di rilevamento, definito come la 
più bassa quantità di target rilevabile.  La precisione di ciascun test è stata calcolata mediante il 
coefficiente di variazione intra- e inter-test,  secondo la formula CV=100∙(σ/MC), dove MC è la 
concentrazione media misurata e  σ la corrispondente deviazione standard. Per questa valutazione, 
sono state prese in considerazione nella stessa sessione o in esperimenti diversi, rispettivamente per 
il coefficiente di variazione intra- e inter-test, tre ripetizioni di ciascun standard.
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Campioni
Per valutare la procedura di genotipizzazione sono stati testate con i quattro saggi di amplificazione 
20 campioni di urine risultati positivi a un test di amplificazione di riferimento (BKV Q-PCR Alert 
Kit, Nanogen, Buttigliera Alta (TO) – ITALY). 
L’estrazione degli acidi nucleici è stata effettuata con la piattaforma semiautomatizzata NucliSens 
EasyMAG platform (bioMeriéux, Marcy l’Etoile, France). Il DNA è stato estratto da 1 ml di urine, 
seguendo le istruzioni della Ditta produttrice ed eluito ad un volume finale di 50 μl. Cinque μl di 
estratto sono stati quindi aggiunti a 15 μl di ciascuna mix di genotipizzazione. I risultati sono stati 
infine analizzati con il software System SDS.
Sequenziamento
I 20 campioni sono stati quindi sequenziati per confermare i risultati ottenuti con l’amplificazione in 
Real Time. Dapprima, i campioni sono stati amplificati con i primer  BKV-1 (5’-GAA GTT CTA 
GAA GTT AAA ACT GGG-3’) e BKV-2 (5’-GTG GAA ATT ACT GCC TTG AAT AGG-3’) (A. 
Krumbholz et al., 2006), ottenendo un amplicone di 354 nucleotidi all’interno del gene VP1 (da 
1663 a 2016, numero di riferimento del ceppo Dunlop). La mix di amplificazione conteneva 6 μl di 
GoTaq® HotStart Polymerase buffer 5x (Promega, Madison WI), 200 μM di ciascun dNTP, 6 mM 
di  MgCl2,  1  unità  di  GoTaq®  HotStart  Polymerase  (Promega,  Madison  WI)  e  20  pmol, 
rispettivamente, dei primer di BKV-1 e BKV-2.
L’amplicone risultante è stato sottoposto a corsa elettroforetica su gel di agarosio (2% w/v); il gel è 
stato osservato mediante trans illuminatore a UV e le bande ottenute sono state ritagliate.  Le bande 
sono state quindi purificate usando il Nucleospin® Extract II (Macherey-Nagel, Düren, Germany). I 
prodotti  di  PCR  purificati  sono  stati  sequenziati  usando  il  BigDye®  Terminator  v1.1  Cycle 
Sequencing  Kit  (Applied  Biosystem,  Foster  City  CA).  In  breve,  è  stata  preparata  una  mix 
contenente 8  μl di Terminator Ready reaction mix, 2  μl del prodotto di PCR, 3.2 pmol di primer 
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interno (BKV-1 o BKV-2) e acqua deionizzata in modo da raggiungere un volume finale di 20 μl. Il 
sequenziamento (Cycle sequencing) è stato eseguito con lo strumento 9800 Fast Thermal Cycler 
(Applied Biosystem) (GeneAmp® PCR System 9700) con uno step iniziale di denaturazione a 96°C 
per 1 minuto, seguito da 25 cicli a 96°C per 10 secondi, 50°C per 5 secondi e 60°C per 4 minuti. Il 
prodotto  del  sequenziamento  è  stato  quindi  purificato  mediante  precipitazione  con 
Etanolo/EDTA/Sodio Acetato e caricato sullo strumento ABI PRISM 31 Genetic Analyzer (Applied 
Biosystem, Foster City CA). Le sequenze forward e reverse sono state allineate con il software 
ClustalX e quindi poste a confronto con le sequenze di BKV.
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RISULTATI 
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SVILUPPO E VALIDAZIONE CLINICA DI UN SAGGIO IN REAL TIME RT-PCR PER 
LA DETERMINAZIONE QUANTITATIVA DI BKV-VP1 mRNA
Ottimizzazione e standardizzazione del metodo 
I  risultati  ottenuti  dalle  diverse  prove  effettuate  in  Real  Time  per  il  VP1  per  differenti 
concentrazioni  di  primer,  di  sonda  e  di  magnesio  sono stati  i  seguenti:  per  quanto  riguarda  il 
magnesio, non abbiamo riscontrato alcuna differenza tra le tre diverse concentrazioni considerate (3 
mM,  4  mM,  5  mM),  quindi  per  la  messa  a  punto  della  metodica  abbiamo  utilizzato  la 
concentrazione più bassa (3 mM); per quello che concerne le concentrazioni di primer e sonda, il 
miglior Rn, cioè l'intensità di fluorescenza rilevata, si ottiene impiegando 250 nM di primer e 180 
nM di sonda. Considerando la Real Time per il GAPDH, anche in questo caso per il magnesio è 
sufficiente  la  concentrazione  più  bassa,  mentre  per  quanto  riguarda  primer  e  sonda,  le 
concentrazioni ottimali sono state 250 nM di primer e 250 nM di sonda. 
Range dinamico. Sono state effettuate diverse diluizioni scalari del plasmide pBKV, da 1010 a 10, 
che successivamente sono state amplificate in Real Time per valutare il range dinamico. I valori di 
Ct corrispondenti a ciascuna diluizione sono stati plottati su una retta di correlazione lineare, ed è 
stato considerato accettabile un coefficiente R2 maggiore di 0.990, ma soprattutto uno slope tra 3 e 
4, con valore ottimale 3.3. Eliminando una per una le diverse diluizioni partendo dagli estremi, si 
sono ottenuti le seguenti rette di correlazione: range 10-1010: y = -2.928 x + 38.88 R2: 0.996 range 
102-109: y = -2.977 x + 36.216 R2: 0.9954 range 102-108: y = -3.0754 x + 39.607 R2: 0.9965 
range 102-107: y = -3.1066 x + 39.721 R2: 0.9949 range 102-106: y = -3.213 x + 40.076 R2: 
0.9941 
range 102-105: y = -3.414 x + 40.679 R2: 0.9965 58 
Per  quanto  riguarda  la  scelta  del  range  dinamico,  è  stato  preso  in  considerazione  l'intervallo 
102-108, mentre per quanto riguarda la scelta delle diluizioni plasmidiche per la curva standard 
utilizzata per la quantificazione dei campioni clinici abbiamo scelto il range 102-105, in cui R2 era 
0.9965 e lo slope 3.414.
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Variabilità intra- ed inter-test. I coefficienti di variazione (CV) intra-test, cioè la ripetibilità degli 
standard plasmidici nella stessa seduta analitica sono i seguenti: 0.5% per quanto riguarda 102, 0.5% per 
103, 0.4% per 104 e 0.3% per 105.
I coefficienti di variazione (CV) inter-test, cioè la riproducibilità degli standard plasmidici in diverse 
sedute di Real Time sono i seguenti: 2% per quanto riguarda 102, 2.3% per 103, 1.9% per 104 e 1.9% per 
105.
Campioni clinici
I risultati sono riepilogati nella Tabella 2. In totale, 22 campioni su 865 (2.5%) risultavano positivi 
alla determinazione di mRNA VP1 (livelli >103 copie/103 cellule urinarie), ottenuti da 10/428 (2.1% 
pazienti).
Totale: 
865 campioni  di sieri  ed 
urine di 428 pazienti 
Campioni positivi 
N (%) 
Pazienti positivi 
N (%) 
BKV-DNA siero 
(copie/mL) 
>103 copie/mL: 59/865 (6.8%)  24/428 (5.6%)
BKV-DNA urine 
(copie/mL) 
>103 copie/mL: 154/865 (17.8%) 54/428 (12.6%)
mRNA VP1
(copie/103 cellule)
>103 copie/103 cellule: 
22/865 (2.5%)
10/428 (2.1%)
 
Tabella 2. Riepilogo dei risultati della determinazione del BKV VP1 mRNA nei campioni clinici.
Per quanto riguarda la determinazione della viremia e viruria nella stessa popolazione studiata per la 
validazione clinica di mRNA VP1, 59/865 (6.8%) campioni di 24/428 (5.6%) pazienti presentavano 
viremia (carica >103 copie DNA/ml siero) e 154/865 (17.8%) campioni di 54/428 (12.6%) pazienti 
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presentavano  viruria  (carica>103 copie  DNA/ml  urine).  In  questo  gruppo di  pazienti  sono stati 
diagnosticati all’esame istopatologico 2 casi di PVAN, pari a una prevalenza totale di 0.5% e di 
2.2% considerando gli 89 pazienti valutati nel primo anno post-trapianto. Tra questi ultimi pazienti, 
erano positivi alla determinazione di mRNA VP1 4 pazienti (su 89, 4.5%), di cui due (50%) con 
nefropatia  da  polyomavirus.  La  positività  per  mRNA  VP1  è  stata  riscontrata  in  tutti  i  casiin 
associazione  a  viruria  e  in  tutti  i  casi,  eccetto  cinque,  in  associazione  a  viremia.  Non  è  stata 
riscontrata alcuna differenza significativa dei livelli di mRNA VP1 tra i due pazienti con PVAN e 
quelli  senza  nefropatia.  Nella  Tabella  3  sono  riportate  le  caratteristiche  operative  (sensibilità, 
specificità,  valore  predittivo  positivo,  valore  predittivo  negativo)  in  relazione  alla  diagnosi  di 
PVAN prendendo in considerazione differenti valori di cut-off della carica virale su siero, dei livelli 
urinari di mRNA VP1 e della valutazione combinata dei due parametri. 
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Sensibilità
% 
Specificità
 % 
VPP
 % 
VPN
 % 
 BKV-DNA su siero 
>10000 copie/mL 
100% 98.8% 75% 100%
BKV-DNA su siero 
>16000 copie/mL 
100% 98.8% 75% 100%
BKV-DNA su siero 
>20000 copie/mL 
100% 99% 75% 100%
mRNA VP1 su urine 
>1000 copie/103 cellule
50% 85% 25% 94.4%
mRNA VP1 su urine 
>10000 copie/103 cellule
50% 90% 33.3% 95%
mRNA VP1 su urine 
>100000 copie/103 cellule
50% 90% 33.3% 95%
BKV-DNA su siero >16000 copie/ml 
+  mRNA  VP1  su  urine  >1000  copie/103 
cellule 
50% 92% 50% 92%
BKV-DNA su siero >16000 copie/ml 
+  mRNA VP1  su  urine  >10000  copie/103 
cellule
50% 100% 50% 92.3%
Tabella  3.  Caratteristiche  operative  in  relazione  alla  diagnosi  di  nefropatia  da polyomavirus  in 
relazione a differenti cut-off di viremia e BKV VP1 mRNA su urine.
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SVILUPPO  E  VALIDAZIONE  CLINICA  DI  UN  SAGGIO  ELISPOT  PER  LA 
VALUTAZIONE DELLA RISPOSTA IMMUNITARIA CELLULARE A BKV
Ottimizzazione del saggio Elispot
Per  quanto  riguarda  l'ottimizzazione  del  test  Elispot,  come  già  detto  in  precedenza  sono  stati 
considerati diversi parametri, e la scelta è stata la seguente: il numero di cellule/pozzetto è stato 
stabilito essere 200000; questo numero di cellule era sufficiente per produrre un ottimo controllo 
positivo, dove si potevano evidenziare gli spot in modo ben distinto. Un altro parametro considerato 
era  il  tempo e le  condizioni  di  incubazione  overnight  delle  cellule  stimolate;  è  stato  scelto  un 
numero di ore pari  a 18,  poiché da 20 ore in avanti  fino a 24 si è notata  una certa  sofferenza 
linfocitaria, paragonando lo stesso campione incubato con tempistiche diverse; inoltre la piastra con 
le cellule stimolate doveva essere mantenuta in una camera umida e incubata overnight a 37°C e 5% 
CO2, come previsto da molti protocolli considerati e anche dalle prove effettuate in questo studio. 
Oltre  al  tempo  di  incubazione  overnight  si  è  considerato  anche  il  tempo  di  incubazione  con 
l'anticorpo secondario, per cui 2 ore è risultato essere il tempo giusto per la reazione di legame tra 
l'anticorpo e l'IFNγ prodotto, mentre erano sufficienti 15 minuti per la reazione colorimetrica dopo 
l'aggiunta del substrato, poiché dopo questo tempo si è vista la presenza di background aspecifico 
che poteva interferire con la lettura successiva degli spot. Per quanto riguarda la messa a punto delle 
diverse fasi di lavaggio, questa ha richiesto molta attenzione ai componenti costitutivi del buffer 
utilizzato nel Kit (WB, contenente PBS + Tween); infatti l'utilizzo del solo buffer WB per tutti i 
lavaggi, che seguivano l'incubazione con l'anticorpo secondario, comportava una certa interferenza 
con  la  formazione  dello  spot,  dovuta  probabilmente  alla  presenza  del  Tween;  quindi,  anche 
confrontando altri protocolli, si è scelto di utilizzare il buffer WB per 3 lavaggi e il PBS negli altri 
tre.
Per un'ulteriore ottimizzazione del test, sono state effettuate in parallelo prove su cellule fresche e 
sulle stesse congelate,  per valutare se la metodica di  congelamento potesse influire sul risultato 
finale del saggio. Diversi campioni sia di controlli sani che di pazienti sono stati valutati in doppio, 
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e non si è riscontrata differenza significativa nel numero di spot totali ottenuti nel test, ma vi era una 
notevole perdita della vitalità cellule, rilevabile dopo la conta nella camera di Burker con l'utilizzo 
del  Trypane  Blue.  La  decisione  è  quindi  risultata  essere  l'utilizzo  di  cellule  fresche  nel  saggio 
Elispot, e solo in rare occasioni di cellule scongelate.
Campioni clinici
Tra i 149 pazienti sottoposti a monitoraggio viro-immunologico, soltanto 14 (9.4%) sono risultati 
responder, con almeno 5 spot/ 2 x 105 cellule). Tutti i corrispondenti campioni risultavano negativi 
alla determinazione della carica virale su siero e su urine. I restanti pazienti erano non responder, tra 
questi viruria e/o viremia sono state rilevate in circa nel 30% e 9%, rispettivamente. In uno dei casi 
con viremia, sono stati rilevati valori di viremia marker di PVAN (>1.6 x 104 copie/ml siero).
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SVILUPPO E VALIDAZIONE CLINICA DI UN METODO IN REAL TIME PCR PER LA 
GENOTIPIZZAZIONE DI BKV
L’amplificazione  migliore  è  stata  ottenuta  con  le  seguenti  concentrazioni:  100nM-200nM, 
200nM-200nM, 200nM-200nM e 200nM-100nM dei primer forward e reverse, rispettivamente per i 
genotipi  I,  II,  III  e  IV,  mentre  l’efficienza  di  amplificazione  era  104%, 104%, 97% e 88%. Il 
coefficiente R2 era 0.996, 0.999, 0.995 e 0.999, rispettivamente per  BK I, II, III e IV. Una volta 
individuate  le  condizioni  migliori,  i  saggi  di  ARMS  real  time  PCR  sono  stati  testate  per  la 
discriminazione dei quattro genotipi. Sono state utilizzate tre ripetizioni delle diluizioni 107, 105, 
103, 10 copie/reazione della sequenza target dei quattro genotipi principali di BKV al fine di porre a 
confronto l’amplificazione e distinguere tra amplificazione specifica e aspecifica, usando le quattro 
mix discriminanti (Tabella 3). Per quanto riguarda la mix del genotipo BKV I, questa è risultata in 
grado di amplificare il target specifico, mentre soltanto le mix per i genotipi BKV II e IV cross-
riconoscevano  il  genotipo  specifico  I  entrambe  a  107  copie/reazione  e  solo  la  mix  II  a  105 
copie/reazione.  Tuttavia,  circa  14.8-14.68  Ct  separavano  l’amplificazione  aspecifica  da  quella 
aspecifica, inoltre non si evidenziava alcuna amplificazione aspecifica alla diluizioni più alte. La 
mix del genotipo BKV II risultava in grado di amplificare la sequenza del target specifico, ma era 
anche amplificata dalle altre tre mix discriminanti.  Soltanto l’amplificazione del target specifico 
BKV II risultava lineare e la soglia era ad almeno 15 cicli  prima per la mix di BKV II a 107 
copie/reazione rispetto alle alter mix, scendendo a 6 cicli a 103 copie/reazione. L’amplificazione con 
la mix BKV II a minori concentrazioni del target specifico BKV II non era discriminante, in quanto 
il Ct si sovrapponeva a quello delle amplificazioni di BKV III e IV. Per quanto riguarda il target 
specifico BKV III, questo è stato riconosciuto dalla mix specifica BKV III con un’amplificazione 
lineare, tuttavia a 107 copie/reazione era riconosciuto anche dalla mix di BKV I. In ogni caso, il gap 
tra amplificazione specifica e aspecifica risultava in media di 17.84 Ct. La concentrazione di 10 
copie/reazione di BKV III evidenziava un’amplificazione specifica indistinguibile,  a causa della 
simultanea  amplificazione  con  BKV  II,  III  e  IV  con  Ct  simile.  Il  target  specifico  BKV  IV 
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evidenziava un riconoscimento specifico con la mix BKV IV, ma il target era anche amplificato con 
le mix BKV II e III a 107 copie/reazione.  Il gap tra amplificazione specifica e aspecifica era in 
media di  18.21 e 18.45 Ct,  rispettivamente per le  mix  BKV II e III.  La concentrazione  di 103 
copie/reazione  era  anche  riconosciuta  dalla  mix  BKV I  e  il  gap tra  amplificazione  specifica  e 
aspecifica era in media di 4.48 Ct.
            
  
Tabella 3. Valutazione dei saggi di genotipizzazione per varie diluizioni dei plasmidi corrispondenti 
a ciascun genotipo: amplificazione specifica e relative amplificazioni aspecifiche con le miscele di 
reazione dei quattro saggi. 
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Usando gli stessi dati ottenuti dall’analisi per valutare l’amplificazione specifica e aspecifica, è stato 
calcolato  come  limite  di  interferenza  un  Ctlim  per  ciascuna  procedura  di  genotipizzazione.  La 
precisione dei saggi è stata calcolata con il coefficiente di variazione intra- e inter-test. Al fine di 
stabilire il limite di rilevamento delle quattro procedure di amplificazione, sono stati amplificati con 
i quattro metodi diluizioni seriali in base 10 del target variabili da 107 a 10 copie/reazione. Il limite 
di rilevamento differiva tra le quattro procedure di amplificazione: 102 copie/reazione per BKV IV e 
10 per BKV I,II e III. Solo la procedura per BKV III, tuttavia, evidenziava una sensibilità di 10 
copie/reazione, mentre per gli altri saggi era di 102 copie/reazione. 
Al fine di confermare i risultati ottenuti, i 20 campioni di urine positivi sono stati genotipizzati con 
questi saggi. Le caratteristiche dei campioni e i risultati sono riportati nella Tabella 4. In breve, la 
procedura è risultata positiva in 16 campioni e negativa nei restanti 4. Ciascun campione è stato 
testato con le quattro mix di genotipizzazione e sono stati rilevati i seguenti genotipi BKV I (12/16), 
BKV II (1/16), BKV III (1/16) e BKV IV (1/16). Il campione 4464 evidenziava la concomitante 
amplificazione di BKV I e BKV IV, con Ct sovrapponibili. Il campione è stato successivamente 
sequenziato  e identificato  come di  genotipo  BKV I.  Il  sequenziamento  del  DNA del  campione 
estratto ha confermato per tutti I campioni i risultati ottenuti con la Real Time PCR.
Tuttavia, nella maggior parte dei casi i test positivi non erano quantitativamente simili alla carica 
virale  rilevata  con  il  metodo  di  riferimento.  Infatti,  la  carica  virale  era  molto  dissimile  con 
percentuali di variazione da -288.4% a 89.9%. Inoltre, rispetto ai risultati ottenuti durante il test per 
la valutazione dei Ct specifici e aspecifici e quelli dei campioni clinici, sono state osservate più 
amplificazioni specifiche. Infatti, il campione 2998 evidenziava due plot aspecifici, uno per BKV I 
e uno per BKV II, mentre durante il test con le diluizioni plasmidiche, non era stata rilevata alcuna 
amplificazione di BKV I in una diluizione di 107 copie per reazione. In ogni caso, la presenza di più 
amplificazioni aspecifiche non variava la performance delle real time PCR, in quanto il gap tra le 
curve di amplificazione restava elevato.
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Tabella 4. Risultati della genotipizzazione dei 20 campioni clinici studiati. Prevalenza: BKV I 75%, 
BKV  II  6.25%,  BKV  III  6.25%,  BKV  IV  6.25%.  Risultati  confermati  al  sequenziamento.  Il 
campione 14 con overlapping dei Ct per BKV I e BKV IV è risultato BKV I al sequenziamento.
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Il  polyomavirus BK è un virus ubiquitario,  con una sieroprevalenza pari  all'80% nella  popolazione 
adulta. L'infezione primaria, spesso asintomatica, viene trasmessa per via aerea nell'infanzia; in seguito 
il virus rimane latente nel tratto urinario, nelle cellule B ed in altri organi (milza, cervello) dalla quale 
può riattivarsi, con complicazioni soprattutto nei soggetti immunocompromessi, quali i trapiantati di 
rene e di midollo, dove si possono instaurare rispettivamente una nefropatia denominata PVAN e la 
cistite emorragica. La PVAN è un problema emergente nei trapiantati renali, con prevalenza che varia 
dall'1 al 10% e con rischio di espianto dell'organo fino all'80% dei casi (Drachenberg  et al., 2005); è 
stato dimostrato che questa patologia è indotta dall'impiego di potenti farmaci immunosoppressivi, quali 
il tacrolimus, il micofenolato mofetil (MMF) e gli steroidi (Hirsch, 2002). Tuttavia, la manifestazione 
preferenziale nel  rene di  trapiantati  renali  rispetto ad altri  organi  o ai  reni  nativi  di  altri  trapiantati 
d'organo suggerisce che entrino in gioco altri fattori, quali determinanti d'organo, determinanti legati al 
paziente  e  fattori  virali  (Hirsch  e  Steiger,  2003).  A  tutt'oggi  non  esiste  un  protocollo  terapeutico 
adeguato per la gestione della PVAN; l'intervento si basa sulla riduzione dell'immunosopressione, ma 
poiché non sempre la riduzione dell'immunosoppressione risulta essere efficace, recentemente è stato 
studiato un approccio antivirale al trattamento della PVAN, pur non essendoci tuttavia un target virale 
selettivo. Attualmente i farmaci più promettenti sono il cidofovir e la leflunomide (in combinazione con 
una modesta riduzione dell'immunosoppresione), sebbene modalità e tempi di somministrazione restino 
da  definire  e  questi  farmaci  non  siano  del  tutto  privi  di  effetti  collaterali  anche  gravi.  Un  ruolo 
importante nella risposta all'infezione virale è quello del sistema immunitario, con risposta sia umorale, 
sia cellulare nei confronti dell'antigene large T e VP1. Il 'gold standard' per la diagnosi definitiva di 
PVAN è l'esame istopatologico che presenta tuttavia dei limiti: invasività, sensibilità limitata dovuta a 
coinvolgimento multi-focale (errore di campionamento), presentazione variabile con aspetti citopatico-
infiammatorio  e/o  fibrotico-cicatrizzante,  presenza  concomitante  di  rigetto  acuto  con  problemi  di 
diagnosi  differenziale  e  implicazioni  terapeutiche  differenti.  Da  questo  si  deduce  l'utilità  di  test 
diagnostici non invasivi, con buone caratteristiche operative e con alto valore predittivo positivo per lo 
screening e il monitoraggio della PVAN. L'assenza di replicazione virale a livello delle urine ha un 
elevato valore predittivo negativo, escludendo virtualmente la presenza di PVAN. Sono quindi utilizzati 
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'marcatori surrogati' di replicazione che possono complementare o definire la diagnosi di PVAN: esame 
citologico delle urine con ricerca delle decoy cells (cellule epiteliali delle vie urinarie con inclusi virali),  
determinazione quantitativa del  DNA virale  plasmatico e urinario,  quantificazione dell'mRNA della 
proteina capsidica VP1 nelle urine (Ding  et al., 2002; Hirsch  et al., 2005; Viscount  et al., 2007). La 
presenza di decoy cells è rilevabile nel 40-60% dei trapiantati renali, con un elevato valore predittivo 
negativo, ma un valore predittivo positivo molto basso, intorno al 20% (Hariharan, 2006). Per quanto 
riguarda la viremia, in base a diversi studi effettuati, recentemente è stato definito un valore di cut-off 
per la diagnosi presunta di PVAN di >1.6 x 104 copie/mL di plasma (Viscount et al., 2007; Costa et al., 
2008); per quanto riguarda la determinazione di VP1 mRNA, in base a studi preliminari, sembra che un 
numero di 6.5 x 105 copie/ng di RNA totale sia predittivo di PVAN con una sensibilità e specificità > di 
93% (Ding et al., 2002).
In  questo  studio  è  stata  sviluppata  e  ottimizzata  una  metodica  in  real  time  RT-PCR  per  la 
quantificazione dei livelli urinari di VP1 mRNA. Questo metodo è stato proposto per la prima volta da 
Ding  et  al.  (2002)  come  metodo  non  invasive  e  accurate  per  la  diagnosi  di  PVAN  e  più 
recentemente è stato adottato per il monitoraggio della replicazione virale nel trapianto renale in 
alternativa alla quantificazione della carica virale su siero e urine. Tuttavia, come sottolineato da 
Nickeleit  et  al.  (2003) e  Hirsch (2003),  alcuni  fattori  potrebbero  influire  sfavorevolmente  sulla 
rilevanza di questo metodo, in particolare la suscettibilità ad errori dell’estrazione di mRNA da 
cellule di sfaldamento delle vie urinarie  e il grado di contaminazione del VP1 DNA genomico nella 
preparazione  di  cDNA,  che  potrebbe  essere  ovviato  effettuando  la  quantificazione  di  VP1 
omettendo  la  trascrizione  inversa  o  dopo digestione  con DNAsi.  In  questo  lavoro,  i  potenziali 
svantaggi  legati  all’estrazione  di  mRNA  sono  stati  superati  eseguendo  due  step  di  estrazione 
automatizzata degli acidi nucleici totali, in particolare con un trattamento di DNAsi e nel corso della 
seconda estrazione rimuovendo il tampone DNAsi che potrebbe interferire con l’amplificazione. 
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Questa  procedura,  rimuovendo  il  VP1  DNA  genomico  che  può  contaminare  il  preparato  VP1 
cDNA, dovrebbe portare a una quantificazione più corretta di BKV VP1 mRNA. 
La real time RT- PCR per BKV VP1 mRNA disegnata da Ding et al. (2002) ha come target VP1, 
una proteinza capsidica maggiore responsabile della struttura tipica icosaedrica e dell’ingresso del 
virus nella cellula. Questo target è stato scelto in quanto la trascrizione e la traduzione di VP1 sono 
contigenti alla replicazione virale, pertanto il VP1 mRNA è rilevabile soltanto nelle cellule infettate 
produttivamente. Il disegno di primer e probe ha come target una regione altamente conservata del 
gene VP1 e incorpora numerosi mismatch di sequenza rispetto alla regione VP1 del polyomavirus 
JC. 
Il metodo è stato successivamente validato su campioni clinici  di pazienti  sottoposti a trapianto 
renale,  in relazione alla presenza di replicazione virale come identificata  da viremia e viruria e 
dell’insorgenza di nefropatia. La disponibilità di un test quantitativo affidabile permette di valutare 
differenti livelli di cut-off in relazione alla presenza di replicazione virale e allo sviluppo di PVAN. 
L’identificazione  della  replicazione  virale  rappresenta  uno  strumento  per  valutare  il  rischio  di 
insorgenza di nefropatia, sebbene alti livelli di replicazione possano occorrere anche in assenza di 
PVAN. La replicazione di BKV avviene nelle cellule uro epiteliali e comporta lo shedding delle 
cosiddette decoy cells di derivazione uroteliale; soltanto il BKV in fase di replicazione conduce allo 
sviluppo di effetti citopatici e allo shedding delle decoy cells nelle urine. Nella messa a punto del 
metodo, la misurazione delle copie di VP1 mRNA è stata normalizzata sulla base del numero di 
cellule urinarie, piuttosto che sulla quantità totale di RNA. Poiché le decoy cells contengono nella 
maggior parte dei casi antigeni di BKV, è verosimile che il mRNA estratto origini da queste cellule. 
Pertanto, la disponibilità di una RT-PCR che normalizzi la misurazione sulla nase del numero di 
cellule potrebbe essere utile per investigare la correlazione tra questo parametro e altri marcatori di 
replicazione virale, quali citologia urinaria, viremia e viruria. Tuttavia, si deve considerare che l’uso 
del gene housekeeping GAPDH come controllo di quantificazione potrebbe essere influenzato da 
numerosi  fattori,  quali  trattamenti  e processi  biologici,  potenzialmente in grado di influenzare I 
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risultati, ad esempio cellule tubulari severamente danneggiate o morte eliminate. La replicazione dei 
polyomavirus può avvenire senza effetti clinici conclamati a livello dell’urotelio di soggetti sani e 
trapiantati  renali.  Esistono  protocolli  stabiliti  per  lo  screening  della  PVAN,  basati  sulla 
quantificazione della carica virale su siero e urine (Hirsch et al., 2005); questi metodi restano una 
solida  base  per  formulare  raccomandazioni  di  monitoraggio  virologico.  Infatti,  analizzando  le 
caratteristiche operative di  VP1 mRNA in confronto alla viremia per il monitoraggio virologico, 
abbiamo evidenziato  che  la  quantificazione  di  VP1 non è  superiore  alla  viremia,  evidenziando 
particolarmente  una  scarsa  sensibilità.  Sebbene  le  caratteristiche  operative  migliorino  con  la 
misurazione combinata di viremia (con un livello di cut-off level di 16000 copie/ml) e VP1 mRNA 
urinario (>10000 copie/103 cellule), la sensibilità restava bassa. Inoltre, l’uso del VP1 mRNA per la 
diagnosi non invasive di PVAN è limitato dalla complessità della real time RT-PCR che richiede 
personale esperto e dal rapporto costo-efficienza poco favorevole. 
Un ruolo importante nella risposta all'infezione virale è quello del sistema immunitario, con risposta 
sia di tipo umorale, sia cellulare nei confronti degli antigeni large T e VP1. (Hariharan et al., 2005; 
Comoli  et  al.,  2006; Randhawa et  al.,  2006). Esistono diversi  approcci  per la valutazione della 
risposta cellulare nei confronti di un patogeno, che possono avere vantaggi e svantaggi. Una delle 
metodiche  utilizzate  è  l'MHC  multimer  staining,  che  consiste  nel  produrre  delle  molecole 
tetrameriche  che  fungendo  da  antigeni  stimolano  tutta  una  serie  di  eventi  di  segnalazione 
intracellulare. Possono essere adatti a diversi tipi di applicazioni, però la specificità dell'epitopo e la 
restrizione  HLA  dei  peptidi  risulta  essere  un  fattore  limitante.  Altra  metodica  è  l'intracellular 
cytokine  staining,  che  consiste  in  una  breve  incubazione  di  linfociti  T  con  cellule  presentanti 
l'antigene; dopo la stimolazione viene aggiunta la brefaldina A che permette di bloccare dentro la 
cellula  le  citochine  prodotte,  che  vengono  poi  riconosciute  da  un  anticorpo  marcato  per  poter 
effettuare  in  seguito  l'analisi  al  citofluorimetro.  Questa  tecnica  permette  l'analisi  fenotipica  e 
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funzionale delle cellule ma ha lo svantaggi di richiedere un alto numero di cellule T rispetto ad altre 
metodiche.  Una tecnica  recentemente  introdotta  dalla  Cylex™ Incorporated  e  l'ImmuKnow,  un 
saggio  in  chemiluminescenza  che  valuta  l'attivazione  aspecifica  dei  linfociti  T  CD4+ 
opportunamente stimolati con PHA (fitoemagglutinina) misurando la quantità di ATP intracellulare 
prodotto; comunque è un saggio di tipo qualitativo, non misura il numero di linfociti responsivi, ma 
solamente  la  loro  attivazione,  e  il  risultato  non definisce  il  livello  di  immunosoppressione  del 
soggetto.  Infine  un'altra  metodica  importante  per  la  determinazione  della  risposta  immunitaria 
specifica è il test Elispot, che consente di determinare la produzione di diverse citochine da parte di 
linfociti  stimolati  con peptidi  virali,  con lisato  virale  o  in  co-coltura  con cellule  APCs.  Questa 
tecnica  presenta  numerosi  vantaggi,  quali  la  sensibilità  elevata,  la  non necessità  di  stimolare  le 
cellule ex vivo, il suo carattere quantitativo (uno spot equivale ad una cellula che ha prodotto la 
citochina),  la  non  dipendenza  dalle  restrizioni  HLA  e  la  possibilità  di  automazione  e 
standardizzazione per poter confrontare i risultati anche in laboratori diversi.
Dati questi presupposti tecnici e siccome il bilanciamento tra la risposta immunitaria di un soggetto 
nei  confronti  di  un virus  e  l'utilizzo  di  farmaci  immunosoppressivi  risulta  essere  cruciale  nella 
gestione clinica dei pazienti immunocompromessi, l'obiettivo di questo studio era la messa a punto 
e  l'ottimizzazione  di  una  metodica  Elispot  per  la  valutazione  della  risposta  cellulare  T-BKV 
specifica,  da  affiancare  al  classico  monitoraggio  virologico,  con  determinazione  di  viremia  e 
viruria, nei pazienti trapiantati renali. Questa metodica rileva la produzione dell'INFγ (citochina di 
spicco nei meccanismi di difesa verso le infezioni virali) da parte dei linfociti stimolati con una 
miscela di peptidi BKV-specifici; la miscela di peptidi utilizzati considera comunque sia antigeni di 
superficie del virus (VP1) sia proteine non strutturali, come Large T e small t. 
La  validazione  clinica  del  saggio  Elispot  ha  consentito  di  trarre  alcune  conclusioni  a  carattere 
generale e di evidenziare alcune criticità.  La presenza di cellule T virus-specifiche contribuisce al 
controllo della replicazione virale, come evidenziato dalla negatività di viruria e viremia in tutti i pz 
responder. La mancanza di cellule T virus-specifiche può favorire insorgenza di infezione attiva 
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con rischio di progressione in PVAN, come evidenziato da riscontro viruria e/o viremia in parte di 
pz  non responder, tra cui uno con valori di viremia "marker" di PVAN (> 1.6 x 104 copie/ml). 
Restano da valutare per il futuro alcuni fattori emersi come critici nel corso dell’analisi dei risultati. 
Rispetto ad altri virus caratterizzati da latenza (CMV, EBV), la frequenza di risposta cellulare è 
decisamente più bassa. Questo potrebbe essere spiegato dalle minori opportunità di esposizione al 
virus  in  replicazione  rispetto  ad  altri  agenti  virali  comunemente  valutati  in  questa  categoria  di 
pazienti  (ad  esempio,  cytomegalovirus)  e  dall’evidenza  che  i  peptidi  utilizzati  e  descritti  in 
letteratura non sono immunodominanti. Saranno infatti necessari ulteriori studi di epitope mapping 
con peptide libraries (15meri overlapping con shift di 4 aa che coprano tutta sequenza di proteine 
VP1 e large T di BKV) per individuare gli epitopi immunodominanti. Attulamente l’utilizzo di lisati 
virali ottenuti dopo coltivazione di BKV potrebbe supplire alla stimolazione con i peptidi finora 
utilizzati in attesa dei risultati della ricerca immunologica di base.
Mediante  test  di  emoagglutinazione  sono  stati  individuate  quattro  sierotipi  principali  di  BKV 
(Knowles et al., 1989), ciascuno con differenze in una breve sequenza aminoacidica della proteina 
VP1, probabilmente  responsabile  delle  sifferenze sierotipiche tra  le  varianti  di  BKV (Jin et  al., 
1993). Il sistema di classificazione sierologica corrisponde al sistema di genotipizzazione proposto 
inizialmente da Jin et al. (1993). Il sistema di genotipizzazione prende in considerazione la regione 
VP1 (posizioni  nucleotidiche  1744-1812 dell’isolato  di  BKV Dunlop,  GeneBank  accession  no. 
V01108). Numerosi studi hanno identificato la presenza di single nucleotide polymorphisms (SNPs) 
conservati tra i vari isolati appartenenti a ciascun genotipo. Nel nostro studio, basandosi su regioni 
nucleotidiche conservate, sono state considerate 379 sequenze relative al gene VP1 da tre diversi 
articoli della letteratura (Chen et al., 2006; Krumbholz et al., 2006; Zhong et al., 2007) che hanno 
investigato la prevalenza dei sottotipi di BKV in vari paesi, tra cui Germania, Giappone e Cina. 
Queste  sequenze  sono  state  allineate  al  fine  di  determinare  quali  residui  nucleotidici  erano 
conservati  entro ciascun genotipo e quindi disegnare una specifica real time PCR. In uno studio 
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recente (Luo et al., 2009) è stata descritta una lista completa di SNP nel genoma totale di BKV per 
ciascun  genotipo.  Le  379  sequenze  di  VP1  prese  in  considerazione  evidenziano  mutazioni 
specifiche (“hot spot”) per tutti i ceppi isolati di ciascun genotipo e concordanti con quelli riportati 
da Luo et al. (2009), confermando quindi l’unicità e la conservazione di questi polimorfismi tra i 
vari genotipi. Una volta individuate le mutazioni specifiche uniche per ciascun genotipo e condivise 
per tutti gli isolati di ogni genotipo, è stato effettuato il disegno di primer specifici utilizzando un 
software dedicato. Tra i requisiti posti per la scelta dei set di primer particolarmente importante è 
stata la possibilità di disegnare una sonda per la real time nella regione più conservata. Sono quindi 
state disegnate quattro real time PCR, ciascuna in grado di amplificare specificamente un singolo 
genotipo.  Sono pertanto state prodotte quattro differenti  mix di amplificazione al fine di evitare 
concentrazioni troppo elevate dei primer in un singolo pozzetto, cosa che potrebbe determinare la 
formazione di dimeri  o aumentare  la performance aspecifica.  Infatti,  alte cariche virali  possono 
causare la comparsa di amplificazioni aspecifiche, rilevabili come amplificazioni a bassi livelli con 
le mix degli altri genotipi. Tuttavia, l’amplificazione aspecifica è facilmente riconoscibile grazie 
all’ampio gap tra i plot specifico e aspecifico. Le quattro real time PCR sono state quindi sottoposte 
a validazione clinica su campioni biologici, in particolare 20 campioni di urine risultati positivi a un 
test  molecolare  di  riferimento.  Sono stati  scelti  campioni  di  urine per la maggiore carica virale 
rispetto  ai  campioni  di  siero (Costa  et  al.,  2008).  Sono stati  esaminati  20 campioni  di  urine di 
altrettanti  pazienti;  su  16  di  questi  è  stato  possibile  effettuare  la  genotipizzazione  rilevando  il 
genotipo  BKV  I  come  il  più  diffuso  (80%);  nei  quattro  casi  non  genotipizzati,  questo  era 
probabilmente  dovuto  alla  bassa  carica  virale  (in  particolare  <103  copie  genomiche/ml  urine). 
Confrontando le quantità dei vari genotipi con i risultati ottenuti con il metodo di quantificazione 
della  carica  virale  di  riferimento,  è  stata  osservata  una  elevata  divergenza,  con  una  variabilità 
-288.4% a 89.9%. Questi dati sottolineano il problema esposto da Hoffman et al. (2008), secondo 
cui la differenza di primer e probe per la quantificazione, in presenza di differenti genotipi, conduce 
a  un  sostanziale  disaccordo  tra  i  test.  In  questo  caso,  i  dati  ottenuti  sui  20  campioni  clinici 
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avvaloravano questa ipotesi, in quanto era evidente una elevata variabilità tra l’amplificazione di 
riferimento e la quantificazione dei genotipi.  Considerando la prevalenza dei quattro genotipi, BKV 
I è risultato prevalente (80%), mentre BKV II, BKV III e BKV IV sono stati rilevati solo in un 
campione  ciascuno  (prevalenza,  6.7%).  Questi  dati   sono  concordanti  con  quanto  riportato  in 
letteratura (Zheng et al., 2007). BKV IV, il genotipo più diffuso nell’Asia orientale (Chen et al., 
2006), è riscontrabile anche in Europa (Krumbholz et al., 2006) in percentuale paragonabile a quella 
osservata in questo studio. Nonostante l’infrequenza dei genotipi II e III, questi sono stati rilevati in 
due  diversi  campioni,  come  confermato  anche  mediante  sequenziamento.  I  quattro  metodi  di 
genotipizzazione in real time PCR sviluppati in questo studio sono risultati in grado di rilevare i 
quattro genotipi principali di BKV. In confronto al classico sequenziamento, queste procedure sono 
più  rapide  e  di  semplice  esecuzione,  in  quanto  si  tratta  di  singoli  saggi  di  PCR senza  step  di 
purificazione e che conseguono risultati facilmente interpretabili nell’arco di 2 ore. La necessità di 
avere  una carica  virale  di  almeno 103 copie  per reazione  per  la  genotipizzazione,  tuttavia,  non 
consente l’analisi di campioni con bassa carica virale. In questo caso si rende necessaria l’adozione 
di altri protocolli di genotipizzazione, anche se occorre considerare l’assenza di impatto clinico di 
cariche  virali  di  questa  grandezza,  sia  a  livello  urinario  che  sierico.  Questo  metodo  di 
genotipizzazione, sebbene non possa fornire dati sulla sequenza nucleotidica, intende proporsi come 
un metodo per la rapida genotipizzazione di campioni clinici nel contesto di studi epidemiologici, di 
patogenicità,  strategie  di  elusione  della  risposta  immunitaria  e  modulazione  della  terapia 
immunosoppressiva. In conclusione, i metodi sviluppati consentono la genotipizzazione specifica di 
BKV con necessità procedurali e performance operative buone; in particolare risultano più rapidi e 
di semplice esecuzione rispetto al classico sequenziamento; sono tuttavia necessarie cariche virali di 
almeno 103 copie, valore al di sotto del quale tuttavia non sussiste un reale impatto clinico. Sebbene 
si  abbiano casi  di  amplificazioni  aspecifiche  in  presenza  di  alte  cariche  virali,  il  gap  di  Ct  tra 
amplificazione  specifica  e  aspecifica  è  generalmente  molto  elevato.  La  validità  dei  metodi 
sviluppati è stata confermata mediante sequenziamento dei campioni clinici. La distribuzione dei 
72
genotipi nei campioni clinici rispecchia quella descritta in letteratura con BKV I come genotipo più 
diffuso.  L’impatto  clinico  del  genotipo infettante  resta  da determinare,  soprattutto  in  termini  di 
patogenicità e severità della riattivazione virale.
I  risultati  di  questo  progetto  potrebbero  consentire  un’ottimizzazione  della  gestione  clinica  dei 
pazienti  sottoposti  a  trapianto  renale  e  a  rischio  di  riattivazione  del  polyomavirus  BK  e  di 
nefropatia. I risultati ottenuti, oltre alla validazione tecnica dei metodi sviluppati, hanno evidenziato 
caratteristiche di traslabilità  alla pratica gestionale  clinica in quanto,  a seguito della  validazione 
clinica e della collaborazione occorsa con i nefrologi clinici del Centro Trapianto Rene di Torino, è 
stato possibile introdurre nella routine diagnostica la determinazione di BKV VP1 mRNA come test 
di secondo livello per la conferma dell’elevato livello replicativo virale in pazienti con viruria e 
viremia  indicatori  di  presunta  diagnosi  di  nefropatia  da polyomavirus;  e  la  diagnostica  cellulo-
mediata funzionale specifica mediante Elispot, attualmente effettuata in tutti i pazienti afferenti al 
Centro Trapianto Rene di Torino. 
.
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